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RÉSUMÉ 
 
Le diabète auto-immun résulte de la destruction des cellules bêta pancréatiques 
sécrétrices d’insuline par les lymphocytes T du système immunitaire. Il s’ensuit une 
déficience hormonale qui peut être comblée par des injections quotidiennes d’insuline 
d’origine exogène, toutefois il demeure à ce jour impossible de guérir les patients atteints 
de la maladie. De façon générale, un système immunitaire sain reconnaît une multitude 
d’antigènes différents et assure ainsi notre défense à l’égard de différents pathogènes ou 
encore de cellules tumorales. Il arrive cependant que, pour des raisons génétiques et/ou 
environnementales, les lymphocytes T puissent s’activer de façon aberrante suite à la 
reconnaissance d’antigènes provenant du soi. C’est ce bris de tolérance qui mène au 
développement de pathologies auto-immunes telles que le diabète auto-immun. 
Afin de limiter l’auto-immunité, des mécanismes de sélection stricts permettent 
d’éliminer la majorité des lymphocytes T présentant une forte affinité envers des antigènes 
du soi lors de leur développement dans le thymus. Certains de ces lymphocytes réussissent 
toutefois à échapper à l’apoptose et migrent en périphérie afin d’y circuler en quête d’un 
antigène spécifiquement reconnu. Il est alors primordial que des mécanismes périphériques 
assurent le maintien de la tolérance immunitaire en faisant obstacle à l’activation et à la 
prolifération des lymphocytes T auto-réactifs. L’une des avenues afin d’inhiber le 
développement de réponses immunitaires aberrantes est la génération de lymphocytes T 
régulateurs. Ces cellules, d’origine thymique ou périphérique, peuvent arborer différents 
phénotypes et agissent via de multiples mécanismes afin d’inactiver et/ou éliminer les 
cellules impliquées dans l’apparition de pathologies auto-immunes. 
L’utilisation de modèles murins transgéniques a permis la mise en évidence d’une 
population peu caractérisée de lymphocytes T au potentiel régulateur. En effet, la 
proportion de ces cellules T n’exprimant pas les corécepteurs CD4 et CD8 (double 
négatives, DN) a été inversement corrélée à la prédisposition à l’auto-immunité chez ces 
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souris. L’objectif principal de cette thèse est de démontrer la fonction immuno-régulatrice 
des lymphocytes T DN, tout en investiguant les facteurs génétiques responsables du 
maintien de cette population cellulaire. 
Nous avons observé que les lymphocytes T DN exercent une activité cytotoxique à 
l’égard des lymphocytes B de façon spécifique à l’antigène, via la libération de granules 
cytolytiques contenant du granzyme B et de la perforine. Par ailleurs, nous avons établi 
qu’un unique transfert adoptif de ces cellules est suffisant afin d’inhiber le développement 
du diabète auto-immun chez des hôtes transgéniques prédisposés à la maladie. Le recours à 
des souris déficientes pour l’expression du gène CD47 a permis de constater que la voie de 
signalisation CD47-Sirp est essentielle dans le maintien de la proportion des lymphocytes 
T DN. De plus, le locus murin de prédisposition au diabète auto-immun Idd13, qui contient 
le gène Sirp, a été identifié pour son rôle dans la régulation de la proportion de ces 
cellules. Finalement, une analyse génétique a révélé que d’autres intervalles génétiques sont 
impliqués dans le contrôle de la population des lymphocytes T DN. Parmi ceux-ci, un locus 
situé en région proximale du chromosome 12 a été validé grâce à la création de souris 
congéniques. Grâce aux résultats présentés dans cette thèse, notre compréhension de la 
biologie ainsi que de la régulation des lymphocytes T DN est approfondie. Ces 
connaissances constituent un pas important vers la création de thérapies cellulaires 
novatrices permettant de prévenir et de guérir diverses pathologies auto-immunes. 
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ABSTRACT 
 
Autoimmune diabetes results from the destruction of the insulin-secreting pancreatic 
beta cells by the T lymphocytes of the immune system. This leads to a hormonal deficiency 
that can be regulated with daily injections of exogenous insulin. However, to date, there is 
no cure for autoimmune diabetes. A healthy immune system generally recognizes a 
multitude of antigens in order to ensure our defence against different pathogens and tumor 
cells. Yet, depending on genetic and/or environmental factors, individuals may develop T 
cells that are aberrantly activated following the recognition of self-antigens. This break in 
tolerance leads to the development of autoimmune pathologies, such as autoimmune 
diabetes.  
In order to limit autoimmunity, rigorous selection mechanisms eliminate the vast 
majority of the T lymphocytes that present a high affinity for self-antigens during their 
thymic development. However, some of these auto-reactive lymphocytes escape from the 
elimination processes and migrate to the periphery where they might encounter a self-
antigen. It is then essential that peripheral mechanisms maintain the immune tolerance by 
abrogating the activation and the proliferation of these self-specific T lymphocytes. One of 
the means to inhibit aberrant immune responses is the generation of regulatory T 
lymphocytes. These cells, which can be of thymus or peripheral origin, display various 
phenotypes and can mediate their action through several mechanisms in order to inactivate 
and/or eliminate the cells that are implicated in the development of autoimmune diseases.  
The use of transgenic mouse models made it possible to identify a poorly 
characterized population of T lymphocytes that exhibit a regulatory potential, namely CD4-
CD8- (double negative, DN T cells). Indeed, the proportion of DN T cells in lymphoid 
organs is inversely correlated to autoimmune predisposition. The main objective of this 
thesis is to determine the immunoregulatory function of the DN T cells, as well as to reveal 
the genetic factors underlying the regulation of the proportion of DN T cells.  
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We observed that through the release of cytolytic granules containing granzyme B 
and perforin, DN T lymphocytes exert a cytotoxic activity towards B cells in an antigen-
specific manner. In addition, we have established that a single injection of those DN T cells 
is sufficient to inhibit the development of autoimmune diabetes in highly susceptible 
transgenic mice. The use of CD47 deficient mice also demonstrated that the CD47-Sirp 
pathway is essential to maintain DN T cell proportion. Also, we identified that the 
autoimmune diabetes susceptibility locus Idd13, which contains Sirp participates in 
defining the proportion of DN T cells. Finally, a genetic analysis revealed that other loci are 
implicated in the control of the DN T cell population. Among those, the role of a locus 
situated in the proximal region of chromosome 12 has been validated through to the 
generation of congenic mice. The results presented in this thesis have allowed us to 
enhance our understanding of the biology and genetic regulation of DN T lymphocytes. 
This knowledge constitutes an important step towards the creation of innovative cellular 
therapies that may prevent and cure a diversity of autoimmune pathologies. 
 
 
 
Keywords : Autoimmune diabetes, Transgenic mouse, Immune tolerance, Double Negative 
T lymphocyte 
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION 
 
1.1 Le diabète de type 1 : généralités et pathologie 
 
1.1.1 Les maladies auto-immunes 
Le diabète de type 1 est une maladie auto-immune résultant de la destruction des 
cellules bêta pancréatiques localisées au niveau des îlots de Langerhans. Par définition, une 
pathologie auto-immune est caractérisée par une activité aberrante du système immunitaire 
à l’égard de composantes du soi [1, 2]. Il s’ensuit une atteinte qui peut être spécifiquement 
induite par la production d’anticorps dirigés contre des antigènes exposés à la surface des 
cellules, la formation de complexe immuns ou encore la destruction cellulaire par les 
lymphocytes T. Les désordres auto-immuns sont source de maladies systémiques, comme 
l’arthrite rhumatoïde et le lupus érythémateux, ou encore spécifiques à un organe, comme 
le diabète de type 1 [3].  
 
1.1.2 Incidence, pathologie et traitement 
Le diabète de type 1 fait figure d’exception en ce qui concerne le risque de 
développer la maladie en fonction du sexe. En effet, les femmes sont de façon générale plus 
fortement prédisposée au développement de pathologies auto-immunes, alors qu’elles 
représentent un peu moins de 50% des patients atteints de diabète auto-immun [4, 5]. Les 
causes de cette divergence demeurent nébuleuses, toutefois il a été constaté que les hommes 
sont particulièrement surreprésentés parmi les patients ayant été diagnostiqués à un âge 
supérieur à 14 ans. De même, on retrouve une plus forte proportion d’homme atteints de la 
maladie dans les régions arborant une forte incidence de diabète de type 1, telle que l’Île-
du-Prince-Édouard [6]. En 2000, une étude mondiale a d’ailleurs classé le Canada parmi les 
pays présentant les plus hauts taux de patients atteints de diabète de type 1, avec une 
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incidence atteignant les 24 individus / 100 000 [7]. Alors qu’au Québec le nombre de cas 
diagnostiqués est demeuré statistiquement constant entre 1989 et 2000 [8], l’incidence 
globale du diabète de type 1 n’a cessé d’augmenter depuis les années 1950. Une étude 
récente prédit même que le nombre de cas chez les enfants âgés de moins de 5 ans doublera 
en Europe entre 2005 et 2020 [9]. De toute évidence, le rythme effréné de progression à 
l’échelle mondiale de cette forme de diabète requiert que l’on investigue les causes et 
mécanismes sous-jacents à l’apparition de la maladie, qui demeure à ce jour impossible à 
prévenir ou guérir. 
 
Le pancréas est une glande à la fois exocrine et endocrine, et qui de ce fait participe 
activement au processus de digestion ainsi qu’à la régulation de la glycémie [10]. En effet, 
le pancréas est principalement constitué d’amas cellulaires nommés acinus, lesquels sont 
constitués de cellules acineuses entourant de petites structures bien définies; les îlots de 
Langerhans (Figure 1). Alors que les cellules acineuses ont pour rôle principal la sécrétion 
d’enzymes digestives, la fonction hormonale du pancréas est assurée par les différentes 
populations cellulaires constituant les îlots pancréatiques. Parmi celles-ci, on retrouve les 
cellules alpha responsables de la sécrétion de glucagon, les cellules delta productrices de 
somatostatine, les cellules PP libérant le polypeptide pancréatique et, finalement, les 
cellules bêta qui représentent environ 70% de la masse des îlots et qui permettent la 
génération d’insuline. Le glucagon et l’insuline sont directement responsables de la 
régulation de la glycémie sanguine, par rétro-inhibition. En effet, le glucagon est généré en 
réponse à une faible concentration de glucose, afin d’agir sur les hépatocytes qui assurent la 
conversion du glycogène en glucose. La production de glucagon est inhibée lorsque la 
concentration de glucose devient trop importante, ce qui stimule la sécrétion d’insuline. 
Cette hormone accélère la diffusion du glucose dans les cellules, permet la conversion de 
glucose en glycogène et participe à la synthèse des protéines et des acides gras. À son tour, 
l’insuline est inhibée lorsque la glycémie est rétablie et/ou devient trop faible. 
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Figure 1 : Représentation du pancréas, des îlots de Langerhans et des cellules bêta 
productrices d’insuline [11].  
 
Chez les patients atteints de diabète de type 1, on observe une destruction 
progressive des cellules bêta du pancréas par les lymphocytes T. Au moment du diagnostic, 
la masse de cellules bêta représente généralement de 10 à 33% de sa valeur initiale, ce qui 
devient insuffisant pour fournir l’apport nécessaire d’insuline suite à l’absorption de 
quantités importantes de glucides [12]. Les symptômes associés à un taux de glucose très 
élevé peuvent inclure la fatigue, la soif, une sensation de sécheresse au niveau buccal, une 
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respiration rapide, des nausées et des douleurs gastriques. Non-traité, le diabète de type 1 
est fatal. Le seul traitement disponible pour les gens atteints de la maladie consiste en 
l’adoption de nouvelles habitudes de vie jumelée à l’injection régulière d’insuline 
recombinante humaine ou de l’un de ses analogues, ce qui permet d’imiter l’action du 
pancréas [13]. Il a été démontré qu’un suivi rigoureux des jeunes patients ainsi que leur 
adhérence à un programme misant sur la vérification régulière du taux de sucre, 
l’administration d’insuline à des moments déterminés et le maintien d’une diète stricte 
permettent un contrôle accru de la glycémie [14], un paramètre qui est associé à une 
diminution des complications liées à maladie [15]. Ceux-ci incluent la perte de vision 
associée à une rétinopathie [16], de l’hypertension et des atteintes cardiovasculaires [17], la 
néphropathie [18] ainsi que la neuropathie [19].  
 
Malgré l’amélioration de la qualité et de l’espérance de vie des patients atteints du 
diabète de type 1 grâce à l’administration d’insuline exogène, ce traitement demeure 
contraignant et uniquement palliatif. C’est pourquoi de nombreux laboratoires de recherche 
ont tenté au cours des dernières décennies de mettre au point la greffe d’îlots de Langerhans 
dans le but de réinstaurer la sécrétion endogène d’insuline et ainsi de permettre la guérison 
des patients [20]. En 2000, le groupe du Dr Rajotte publiait le premier protocole permettant 
d’atteindre chez les patients transplantés une indépendance à l’insuline injectable [21]. La 
réussite initiale du « Protocole d’Edmonton » a rapidement créé un engouement 
international et de nombreux centres ont adopté cette technique d’allo-transplantation. 
Malheureusement, une étude parue en 2005 est venue modérer la fébrilité face à ce 
traitement puisque, 5 ans après les transplantations, plus de 90% des patients étaient à 
nouveau dépendants d’insuline exogène [22]. À ce jour, les facteurs limitant la réussite des 
protocoles de transplantation d’îlots de Langerhans concernent principalement la 
disponibilité des organes, l’apoptose des cellules bêta, le site d’implantation, l’allo- et/ou la 
xéno-tolérance, l’auto-immunité ainsi que l’immunosuppression. Par ailleurs, des études 
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visant plutôt la maîtrise des effecteurs responsables de la destruction des îlots ont aussi 
obtenu des résultats mitigés. Ces études seront abordées plus loin dans le présent texte. 
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1.2 Les facteurs de prédisposition à la maladie 
 
Puisque les méthodes actuelles ne permettent pas la guérison des patients atteints du 
diabète de type 1, il devient primordial de dépister les gens prédisposés au développement 
de la maladie afin d’en prévenir l’apparition. Une étude comparative de jumeaux 
monozygotes et dizygotes a permis d’établir hors de tout doute qu’une composante 
génétique est liée au développement de la maladie [23]. En effet, il est plus fréquent que la 
paire de jumeaux soit atteinte de la maladie si ceux-ci sont génétiquement identiques. 
Toutefois, chez les jumeaux identiques dont l’un développe le diabète de type 1, le taux de 
concordance quant à l’apparition de la maladie avant l’âge de 60 ans n’est évalué qu’à 65% 
[24],  indiquant que des facteurs liés à l’environnement sont aussi responsables de la 
susceptibilité à la maladie. De plus, l’ascension fulgurante de l’incidence du diabète 
observée au cours des dernières décennies ne peut vraisemblablement pas s’expliquer par 
des altérations au niveau de gènes de susceptibilité [25, 26]. Deux composantes principales 
interagissent ainsi afin d’influencer la prédisposition à la maladie : la génétique et 
l’environnement (Figure 2). 
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Figure 2 : Représentation de l’effet synergique de différents facteurs génétiques et 
environnementaux prédisposant au développement de pathologies auto-immunes. Adapté 
de [27]. 
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1.2.1 Les facteurs environnementaux 
Afin de dresser un portrait global des différents facteurs influençant la 
prédisposition au diabète de type 1, l’étude géo-épidémiologique s’avère d’une valeur 
inestimable puisqu’elle permet d’évaluer à la fois l’impact de la génétique, de l’ethnicité et 
des paramètres socio-économiques [28]. En effet, ce type d’étude a permis d’identifier 
certains gènes et allèles de prédisposition à la maladie détaillés plus loin. L’émigration de 
groupes ethniques a aussi contribué à établir le rôle des facteurs environnementaux. Par 
exemple, il a été démontré qu’au Royaume-Uni, l’incidence du diabète de type 1 est 
similaire entre les enfants d’origines caucasienne et sud-asiatique, alors que cette incidence 
est nettement inférieure en Asie du Sud [29, 30]. De plus, une étude suédoise a démontré 
que l’incidence de la maladie était inversement proportionnelle aux revenus familiaux et au 
niveau d’éducation, et que c’est dans les villes les plus peuplées que le risque de développer 
le diabète de type 1 était le plus faible [31]. De nombreux groupes ont aussi tenté d’associer 
le mode de vie rural ou urbain à la probabilité de développer la maladie; alors que la 
majorité observe une différence dans l’incidence chez les individus vivant en campagne ou 
en ville, la condition liée à l’augmentation de la prédisposition varie grandement d’une 
étude à l’autre [31-37]. Ainsi, même si la contribution de facteurs environnementaux 
s’avère évidente, les causes exactes prédisposant à la maladie demeurent nébuleuses.   
 
1.2.1.1 L’alimentation 
L’un des premiers facteurs environnementaux étudié pour son rôle quant à la 
susceptibilité au diabète de type 1 a été l’alimentation. Plus particulièrement, certains 
groupes ont proposé une association entre l’introduction hâtive de lait de vache à 
l’alimentation des enfants et le risque de développer la maladie [38, 39]. En effet, on 
retrouve dans le lait bovin des protéines allergènes structurellement similaires à des 
protéines sécrétées par les cellules d’îlots de Langerhans, ce qui favorise le risque de 
réactivité croisée [40, 41]. En revanche, il a été montré en 1996 que la génération 
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d’anticorps contre différentes protéines du lait telles que l’-caséine, la -caséine, la -
lactoglobuline et l’albumine de sérum bovin n’est pas restreinte aux patients atteints de 
diabète de type 1 [42]. On a récemment découvert que le rôle joué par l’administration de 
lait de vache en bas âge est fortement modulé par la présence de d’allèles de susceptibilité 
liés au gène PTPN22, ce qui pourrait expliquer les divergences de résultats obtenus dans les 
études précédentes [43]. De façon aussi controversée, d’autres aliments sont soupçonnés de 
favoriser le développement du diabète 1, tels que le gluten [44-46] et les nitrates présents 
dans l’eau de consommation [47-49]. 
 
1.2.1.2 Les infections et autres 
Outre l’alimentation, les infections sont considérées comme des instigatrices 
probables de diverses pathologies auto-immunes [50]. Par exemple, des infections au virus 
Coxackie B [51-53] ou par Streptococcus pyogenes [54, 55] ont été associées à la 
myocardite, alors que l’agent étiologique de l’arthrite observée chez les patients atteints de 
la maladie de Lyme est Borrelia burgdorferi [56]. De façon générale, on croit que 
l’infection par un agent pathogène peut déclencher une réaction immune dommageable à 
l’individu via quatre différents mécanismes : le mimétisme moléculaire, l’expansion des 
épitopes, l’activation indirecte due à l’inflammation et la présentation d’antigènes 
cryptiques [50].   
 
En ce qui concerne le diabète de type 1, de multiples virus ont été associés à 
l’initiation de la pathogénèse [57]. Parmi les plus communément cités, des protéines de 
capside provenant de l’entérovirus Coxackie B ont été retrouvées dans les îlots de 
Langerhans de patients nouvellement diagnostiqués [58]. De plus, une association a été 
établie entre la présence d’ARN du virus au niveau sérique et le risque de développer le 
diabète de type 1 [59]. Par ailleurs, la proportion des individus ayant été infectés par un 
virus de la famille de l’herpès, le cytomégalovirus, est significativement plus grande chez 
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les patients souffrant de la maladie, lorsque comparée à celle de contrôles sains [60]. Le 
développement de la rubéole à un stade congénital a aussi été associé à la prédisposition au 
diabète auto-immun [61]. S’il est impossible de corréler tous les cas de diabète de type 1 à 
des infections virales antérieures, il apparaît tout de même que celles-ci constituent un 
élément déclencheur impliqué dans le développement de la maladie chez certains individus.    
 
Alors que l’infection par certains pathogènes mène à l’auto-immunité, il est tentant 
de proposer que les micro-organismes puissent aussi contribuer à la résistance aux maladies 
auto-immunes. « L’hypothèse de l’hygiène », décrite en 1989 par le Dr Strachan, prétend 
que la réduction de la taille des familles et l’augmentation considérable des standards de 
propreté au 20
e
 siècle ont entraîné une diminution de l’exposition des jeunes enfants aux 
microbes environnementaux, causant ainsi l’émergence de troubles du système immunitaire 
[62]. Des résultats obtenus chez l’animal appuient cette théorie. En effet, il a été démontré 
que l’administration de probiotiques ou l’infection par divers agents microbiens tels que 
Salmonella thyphimurium préviennent l’apparition du diabète auto-immun chez la souris 
NOD prédisposée à la maladie [63, 64]. Ainsi, alors que certains pathogènes déclenchent 
une réponse exacerbée du système immunitaire pouvant mener à la destruction tissulaire, il 
semble que la colonisation et/ou l’infection par d’autres micro-organismes favorisent la 
création d’un environnement non-inflammatoire assurant la tolérance aux antigènes du soi.  
 
Finalement, de nombreux autres facteurs environnementaux contribuent sans doute 
à moduler la susceptibilité des individus au diabète de type 1. Par exemple, alors qu’on 
suggère aux parents de jeunes enfants de limiter l’exposition au soleil, on sait maintenant 
qu’un apport approprié en vitamine D réduit significativement le risque de développer le 
diabète de type 1 [65]. De plus, il a été démontré qu’une interaction entre certains 
polymorphismes au niveau du récepteur de la vitamine D et des allèles majeurs de 
susceptibilité au diabète de type 1 induit une augmentation de la prédisposition à la maladie 
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[66], mettant encore une fois en évidence la contribution synergique de l’environnement et 
de la génétique. 
 
1.2.2 La génétique 
Le diabète de type 1 est une pathologie dite multigénique, c’est-à-dire une maladie 
pour laquelle de nombreux facteurs génétiques contribuent à la prédisposition. Chacune des 
régions chromosomiques associées à sa susceptibilité participe ainsi à expliquer une mince 
fraction du risque relatif au développement du diabète auto-immun. Il existe toutefois au 
moins deux gènes pour lesquels une seule mutation est suffisante afin d’entraîner le 
développement d’une forme rare et fulgurante de pathologie auto-immune pouvant inclure 
la destruction des cellules bêta du pancréas: les gènes AIRE et Foxp3. En effet, les patients 
atteints d’une déficience au niveau du gène AIRE développent une maladie morbide 
caractérisée par des infiltrations lymphocytaires au niveau de plusieurs organes [67, 68]. 
Environ 20% de ces patients subissent une destruction généralisée des îlots pancréatiques 
menant au diabète. Les patients présentant une mutation au niveau du gène Foxp3, quant à 
eux, souffrent d’atteintes sévères au niveau du système endocrinien, du tractus intestinal et 
de la peau [69]. Dans les deux cas énoncés, les gènes impliqués sont d’importants 
régulateurs de la tolérance immunitaire, et leur altération résulte en des pathologies 
généralisées pour lesquelles le diabète ne représente que l’une des manifestations. Les 
sections suivantes discuteront plutôt des régions et/ou gènes pour lesquels des 
polymorphismes ont été spécifiquement associés à la prédisposition au diabète de type 1. 
 
 
1.2.2.1 Étude de traits génétiques complexes 
L’étude des déterminants génétiques d’une pathologie s’avère beaucoup plus ardue 
dans les cas de maladies dites complexes, ou multigéniques, que celles pour lesquelles un 
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seul gène est impliqué. En effet, les patients atteints d’une maladie monogénique comme la 
fibrose kystique par exemple, présentent tous une/plusieurs mutation(s) au niveau d’un seul 
gène, CFTR dans le cas énoncé [70]. L’héritabilité du trait est alors généralement régie par 
les lois de Mendel, et la probabilité de transmission dépend du caractère récessif ou 
dominant de la mutation. Par ailleurs, les individus souffrant de maladies génétiques 
complexes présentent des mutations ou des allèles de prédisposition au niveau de plusieurs 
gènes simultanément. De plus, il n’est pas nécessaire de présenter des défauts au niveau de 
tous les gènes associés à la maladie afin que celle-ci se développe. Ces caractéristiques 
impliquent que pour l’obtention d’un phénotype donné, par exemple le développement du 
diabète de type 1, on puisse observer une multitude de génotypes différents. La découverte 
des gènes impliqués dans son développement et la détection des individus prédisposés à la 
maladie sont ainsi particulièrement laborieuses. 
 
À l’aide de marqueurs moléculaires, il est possible d’identifier des polymorphismes 
disséminés à travers le génome et surreprésentés chez les patients atteints de la maladie 
lorsque comparés à des individus sains. Alors que les séquences microsatellites ont été 
largement utilisées au cours des années 1990 afin de déceler les divergences génétiques 
inter-individus [71], il est aujourd’hui plus courant d’effectuer des analyses de 
polymorphismes de nucléotide unique (SNP, Single Nucleotide Polymorphism). En effet, ce 
type de mutation impliquant un seul nucléotide est responsable de 90% de la variation 
génétique chez l’homme [72, 73], et les techniques actuelles permettent de détecter plus de 
500 000 SNPs répartis sur chacun des chromosomes [74]. Ces puissants outils génétiques 
ont favorisé le développement d’études de grande envergure appelées GWAS, pour 
Genome Wide Association Studies. Celles-ci comparent dans leur intégralité le génotype de 
milliers de patients à celui d’un nombre similaire d’individus sains, en recherche de régions 
pour lesquelles un polymorphisme est représenté différemment entre les deux populations. 
La principale limitation de ce type d’analyse réside dans la taille de l’intervalle génétique 
mis en évidence par le ou les SNPs, qui peut comprendre de nombreux gènes. Ainsi, 
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l’identification d’un SNP associé au risque de développer la maladie doit souvent être 
suivie d’un séquençage de la région, ou encore de l’évaluation de gènes candidats à 
proximité [75]. Par ailleurs, la proximité d’un gène à un autre qui est fortement associé à la 
pathologie peut mener à l’identification d’un faux positif, due au phénomène de 
déséquilibre de liaison [76]. Finalement, l’identification et la validation d’un gène candidat 
constituent une première étape à la suite de laquelle il convient de déterminer en quoi 
l’altération génétique affecte l’expression ou la fonction de la protéine cible, dans le but de 
comprendre son rôle biologique dans la pathologie. 
 
1.2.2.2 Le locus du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) 
Chez l’homme, le facteur génétique responsable du plus haut risque de développer 
le diabète de type 1 est associé au locus du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), 
sur le chromosome 6 [77]. Il s’agit de l’IDDM1, puisque cette région génétique a été la 
première identifiée quant à son rôle dans le développement de la maladie. Cette région, 
nommée HLA pour Human Leucocyte Antigen, comprend plus de 200 gènes ségrégés en 
trois sections codant pour différentes classes de molécules (Figure 3) [2, 78]. Les gènes de 
classe I et II du CMH génèrent des glycoprotéines exprimées soit à la surface de presque 
toutes les cellules nucléées (CMH-I), ou encore spécifiquement par les cellules 
présentatrices d’antigènes (CMH-II). Dans les deux cas, il s’agit de glycoprotéines 
essentielles à l’apprêtement et à la présentation antigénique, qui participent activement à la 
sélection thymique des lymphocytes T, de même qu’à leur activation en présence de 
pathogènes. Les gènes de classe III du CMH codent quant à eux pour différentes protéines 
impliquées dans la réponse immunitaire et inflammatoire. 
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Figure 3 : Structure des gènes formant le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) 
chez l’homme et la souris. Tiré de [2]. 
 
 
1.2.2.2.1 Le CMH-II 
Il a été démontré que les gènes ayant le plus d’impact quant à la prédisposition au 
diabète de type 1 sont situés au niveau du locus du CMH-II. La molécule de CMH-II est 
composée d’un hétérodimère, les chaînes alpha et bêta, qui peuvent être codées par les 
gènes HLA-DP, -DQ ou –DR [2]. La fonction principale de la molécule de CMH-II est de 
fixer et de présenter aux lymphocytes T CD4+ des peptides d’origine exogène ou intra-
vésiculaire. Ces peptides sont apprêtés de façon intracellulaire par les cellules présentatrices 
d’antigènes et peuvent provenir de pathogènes, mais aussi de protéines sécrétées ou de 
débris apoptotiques libérés de cellules environnantes. Le caractère polygénique (HLA-DP, -
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DQ et DR) et polymorphique du CMH-II confère à la molécule la capacité d’adopter une 
multitude de conformations, lui permettant ainsi de s’adapter à une vaste gamme de 
peptides. Ainsi, un individu porteur d’allèles donnés pour les gènes HLA-DP, -DQ et -DR 
générera des molécules en mesure de lier des peptides différents de son voisin. Cette 
caractéristique, déterminante d’un point de vue évolutif, est aussi directement liée à la 
propension d’un individu à présenter certains antigènes du soi aux lymphocytes T du 
système immunitaire.  
 
Les plus fortes associations entre le CMH-II et la prédisposition au diabète 
concernent les molécules HLA-DR et HLA-DQ [79]. La chaîne alpha de la molécule HLA-
DR est monomorphique, c’est-à-dire qu’elle ne diffère pas entre les individus. Ainsi, toute 
variation de conformation observée au niveau de cette molécule est conférée par les 
différents allèles de la chaîne bêta. Différentes combinaisons d’haplotypes pour HLA-DR et 
HLA-DQ mènent à une réduction ou à une augmentation du risque de développer la 
maladie [79-81], la hausse la plus frappante étant constatée chez les individus HLA-
DR3/DR4-DQ8 (pour lesquels l’haplotype détaillé est HLA-DRB1*03/DRB1*04-
DQA1*0301, DQB1*0302) [82, 83]. Les porteurs de ces allèles de prédisposition 
présentent environ une chance sur vingt de développer des auto-anticorps dirigés contre les 
îlots de Langerhans avant l’âge de 7 ans [82, 84]. La susceptibilité à la maladie dépendante 
de HLA-DQ a été liée à l’absence d’un résidu d’acide aspartique en position 57 de la chaîne 
bêta[85]. En effet, la présence de cet acide aminé est responsable de la grande stabilité de la 
conformation de l’hétérodimère [86], propriété associée à un faible risque de développer le 
diabète de type 1 [87]. L’haplotype HLA-DQ2, lui aussi corrélé à une forte prédisposition à 
la maladie, génère une structure particulière de la poche 9 modifiant l’ancrage peptidique, 
et qui est similaire à celle observée chez les patients porteurs de l’haplotype HLA-DQ8 
[88]. Finalement, plusieurs groupes ont observé de faibles associations entre le 
polymorphisme lié à la HLA-DP et la susceptibilité au diabète de type 1 [89-91]. 
1.2.2.2.2 Le CMH-I 
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Alors que l’expression du CMH-II est quasi-exclusivement limitée aux cellules 
présentatrices d’antigène professionnelles, le CMH-I se retrouve à la surface de presque 
toutes les cellules nucléées saines. Brièvement, les protéines retrouvées dans le cytosol  
sont continuellement digérées par le protéasome, puis les peptides ainsi générés sont dirigés 
vers le réticulum endoplasmique, où ils sont chargés sur des molécules de CMH-I 
nouvellement synthétisées [2]. Le complexe est ensuite amené à la surface de la cellule afin 
de permettre une présentation du peptide aux lymphocytes T CD8+ du système 
immunitaire. La présentation par le CMH-I est impliquée dans la réponse antivirale et anti-
tumorale. La molécule est composée d’une chaîne alpha qui peut être codée par les gènes 
polymorphiques HLA-A, -B ou –C, ainsi que de la 2-microglobuline (2m). 
 
Bien que relativement faible lorsque comparé au CMH-II, le risque associé au 
CMH-I a été bien documenté au cours des dernières années. Toutefois, puisque les gènes 
associés au CMH-I et –II sont situés de façon très rapprochée au niveau du locus 6p21, il 
s’est avéré ardu de confirmer si HLA-A, -B ou –C pouvaient avoir un impact sur la 
prédisposition au diabète de type 1 de façon indépendante des gènes –DQ et –DR. Il a 
malgré tout été démontré que les variants des gènes HLA-A et HLA-B sont impliqués dans 
la susceptibilité à la maladie, et ce, indépendamment du CMH-II [92-95]. Les allèles HLA-
A*24 et HLA-B*39 ont été associés en particulier à un risque de plus de 1,5 fois plus élevé 
de développer le diabète de type 1 [94]. Le mécanisme par lequel le polymorphisme des 
molécules de CMH-I détermine la prédisposition à la maladie reste à être confirmé. 
Toutefois de nombreux épitopes d’antigènes d’îlots présentés par le CMH-I ayant la 
capacité d’activer les lymphocytes T cytotoxiques ont été identifiés. De plus, il a été 
démontré que l’affinité de liaison entre le peptide et la molécule HLA est inversement 
corrélée à l’activation de la cellule CD8+ [96]. 
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1.2.2.2.3 Autres gènes du CMH (CMH-III) 
Au centre du locus du CMH se trouvent une série de gènes codant pour des 
protéines impliquées dans la réponse immunitaire. Bien qu’elles ne soient pas directement 
engagées dans la présentation antigénique, ces protéines font partie d’un complexe nommé 
CMH-III. La protéine C4, par exemple, est clivée lors de l’activation des voies du 
complément afin de former les sous-unités C4a et C4b, respectivement impliquées dans 
l’inflammation ainsi que dans la poursuite de la cascade et la réponse innée [2]. Il a été 
démontré qu’un polymorphisme responsable d’une déficience en C4 est associé à un risque 
plus élevé de développer le diabète de type 1 [97-99]. Par ailleurs, il a aussi été observé que 
les niveaux de TNF-circulant, une cytokine inflammatoire codée par un gène situé dans 
l’intervalle du CMH-III, sont accrus chez les individus subissant un stress au niveau des 
îlots de Langerhans [100]. Un polymorphisme lié au gène codant cette cytokine a aussi été 
génétiquement associé au risque de développer le lupus érythémateux [101], et pourrait 
donc possiblement être utilisé en tant que marqueur prédictif du développement du diabète 
de type 1. Récemment, une étude génétique excluant le rôle joué par les gènes appartenant 
au CMH-I et –II a permis d’établir hors de tout doute l’association entre des gènes situés 
dans le locus du CMH-III et la prédisposition à la maladie [98]. De nouveaux gènes 
candidats, tels que Notch4, méritent aussi d’être étudiés pour leur rôle dans la pathologie du 
diabète de type 1. 
 
 
 
1.2.2.3 Les gènes situés à l’extérieur du locus du CMH 
 
1.2.2.3.1 L’insuline 
La sécrétion d’insuline, lorsque fortement inhibée, mène invariablement au 
développement du diabète. Ainsi, il n’est pas étonnant qu’un polymorphisme au niveau du 
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gène codant cette hormone puisse influencer la susceptibilité d’un individu à souffrir de la 
maladie. Le locus situé sur le chromosome 11, nommé IDDM2, a été identifié pour la 
première fois en 1984 par le groupe du Dr Karam [102]. Par la suite, il a été démontré que 
le polymorphisme impliqué dans la prédisposition au diabète auto-immun était localisé au 
niveau 5’ du gène de l’insuline (INS), plus précisément à l’intérieur d’une région nommée 
VNTR, puisque constituée de Variable Number of Tandem Repeats [103]. Le 
polymorphisme observé à cette région promotrice a alors été associé à la quantité d’ARN 
messager d’insuline retrouvé chez les individus. Plusieurs groupes ont ensuite démontré 
que les allèles de classe III de VNTR sont responsables d’une expression accrue de pro-
insuline thymique, permettant la sélection adéquate des lymphocytes T [104-106]. En 
retour, c’est l’expression homozygote d’allèles de classe I de VNTR qui, en limitant 
l’expression de la protéine au niveau du thymus, induit le plus haut risque de développer la 
maladie [107]. 
 
1.2.2.3.2 PTPN22 
Le gène PTPN22, encodant la tyrosine-phosphatase lymphoïde LYP, est situé sur le 
chromosome 1 en position p13. Cette enzyme, exprimée par les lymphocytes, s’associe à la 
kinase Csk afin d’inhiber l’activation des cellules T via la déphosphorylation de Lck, Fyn et 
ZAP-70 [108, 109]. Il a été démontré en 2004 que la substitution d’un seul nucléotide du 
gène PTPN22 est suffisante afin de modifier le site de liaison de LYP à Csk, tout en 
augmentant la fonction inhibitrice de LYP de façon indépendante de Csk [109, 110]. Un 
mécanisme a été proposé afin d’expliquer la susceptibilité accrue à l’auto-immunité 
observée chez les individus possédant le polymorphisme de gain de fonction de LYP. En 
effet, l’action inhibitrice de cette enzyme limite l’activation de thymocytes potentiellement 
auto-réactifs, permettant ainsi leur sélection et export vers la périphérie. Récemment, ce 
variant a aussi été associé à un plus jeune âge au diagnostic [111]. 
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1.2.2.3.3 CTLA-4 
De nombreux loci distribués sur le chromosome 2 sont associés au développement 
du diabète de type 1. Parmi ceux-ci, un intervalle situé en position q33 a été identifié en 
1996 et a rapidement été associé à CTLA-4 [112]. Cette région étant riche en gènes 
impliqués dans la réponse immunitaire, de nombreux groupes ont toutefois cherché à 
exclure le rôle de protéines telles que CD28 ou ICOS dans le contrôle du risque de 
développer la pathologie [113-116]. Toutes études confondues, il semble clair que CTLA-4 
représente un gène candidat par excellence pour lequel un polymorphisme prédispose au 
diabète auto-immun. En effet, il a été démontré que le polymorphisme prédisposant est 
associé à une plus faible expression de l’ARN messager de la forme épissée soluble de la 
protéine [116]. Comme CTLA-4 agit en tant que régulateur négatif de l’activation des 
lymphocytes T, il est proposé qu’une diminution de son expression puisse contribuer à une 
réponse immunitaire exacerbée.  
 
1.2.2.3.4 IL-2R 
Le gène CD25 code pour la chaîne alpha du récepteur de la cytokine IL-2. 
L’association de ce gène au développement du diabète de type 1 est connue depuis 2005 
chez l’homme [117].  Il a par la suite été proposé que plusieurs substitutions de nucléotides 
puissent mener à des allèles prédisposants de l’IL-2R certaines d’entre elles n’ayant 
toutefois pas été validées lors une méta-analyse récente.  [118, 119]. De plus, une 
association a été établie entre les polymorphismes augmentant le risque de développer le 
diabète de type 1 et de faibles niveaux d’IL-2R circulants. Récemment, il a été démontré 
qu’un défaut au niveau du récepteur d’IL-2 était associé à une perte d’expression du facteur 
de transcription Foxp3 par les cellules T régulatrices [120]. Les effets connus liés à la perte 
de fonction des lymphocytes régulateurs responsables du maintien de la tolérance 
périphérique sur le développement de pathologies auto-immunes seront décrits plus loin. 
 
  
 
20
 
Figure 4 : Liste des loci et gènes autres que le CMH associés à la prédisposition au diabète 
de type 1 ainsi que leur risque relatif. Tiré de [121]. 
 
1.2.2.3.5 Autres régions associées au risque de développer le diabète de type 1 
La découverte de nouvelles régions et gènes associés à la prédisposition au diabète 
auto-immun est ardue, compte tenu du faible risque que représente chacun d’eux. De plus, 
le rôle joué par le polymorphisme au niveau des molécules de HLA est si important qu’il 
masque parfois l’impact de certains gènes. Le nombre d’individus participant aux études 
génétiques est un facteur majeur permettant de valider le rôle de régions modifiant 
légèrement le risque de développer la maladie. En effet, les résultats d’une méta-analyse 
ont permis l’identification de 40 régions qui seraient associées au risque de développer la 
maladie [74]. La liste ainsi qu’une cartographie récente des différents loci génétiques 
associées à la prédisposition au diabète de type 1 sont représentées aux figures 4 et 5. Ainsi, 
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un nombre grandissant de volontaires ainsi que des techniques d’analyses génétiques 
raffinées seront sans doute nécessaires afin de permettre l’identification de tous les gènes 
impliqués dans la susceptibilité au diabète de type 1.  
 
 
 
Figure 5 : Représentation des régions génétiques associées à la prédisposition au diabète de 
type 1 chez l’homme. Tiré de [122]. 
Par ailleurs, il devient primordial de s’intéresser à d’autres types d’altérations 
génétiques distinguant les individus. Par exemple, les variations du nombre de copies de 
gènes (CNV, Copy Number Variations), qui ont été associées à la prédisposition à diverses 
maladies complexes telles que la maladie de Crohn et le lupus érythémateux [123], ont 
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récemment été étudiées pour leur rôle dans la susceptibilité au diabète de type 1. 
Malheureusement, la quantité limitée de régions actuellement connues pour leur aptitude à 
se dupliquer n’a permis l’identification que d’une seule région génétique, soit HLA [124]. 
Un autre d’altération suscitant l’intérêt sont les modifications épigénétiques, qui incluent la 
méthylation de l’ADN et la modification post-translationnelle des histones [125]. Il a 
d’ailleurs récemment été démontré que la méthylation en plusieurs sites précis étaient 
associée à la prédisposition à la néphropathie liée au diabète de type 1 [126]. Toutefois, de 
nombreuses études seront nécessaires afin de mieux cerner l’impact de ce type d’altérations 
génétiques sur le risque de développer le diabète auto-immun. 
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1.3 Les modèles animaux d’étude du diabète auto-immun 
 
Les étapes impliquées dans le développement du diabète de type 1 nécessitent une 
étude approfondie afin d’en arriver à la prévention et à la guérison des patients qui en sont 
atteints. Toutefois, de nombreux obstacles limitent l’investigation de la maladie chez 
l’homme. Tout d’abord, lorsque les patients reçoivent le diagnostic de la pathologie, les 
îlots de Langerhans sont déjà infiltrés et en grande partie détruits par les cellules du 
système immunitaire. Il est ainsi ardu de comprendre ce qui peut initier le recrutement 
lymphocytaire au niveau du pancréas puisque ces événements surviennent bien avant 
l’apparition des symptômes. De plus, chez la majorité des patients souffrant du diabète de 
type 1, la maladie apparaît au cours de l’enfance, ce qui limite le recours à des 
prélèvements et études invasives. Finalement, il est difficile de découvrir les facteurs 
environnementaux et génétiques sous-jacents à l’apparition du diabète de type 1 puisque les 
patients présentent des modes de vie ainsi que des profils génétiques excessivement 
différents les uns des autres. 
 
Afin de pallier aux limitations imposées chez l’homme, de nombreux chercheurs ont 
recours aux modèles animaux afin d’étudier le diabète de type 1. Loin d’être parfait, ces 
modèles ont toutefois permis la découverte de nombreux facteurs impliqués dans le 
développement de la maladie, en plus d’agir à titre de volontaires désignés lorsque de 
nouveaux traitements sont envisagés. Les lignées d’animaux dites « inbreds » présentent de 
plus l’avantage de générer des individus génétiquement identiques entre eux, ce qui facilite 
grandement l’étude du rôle de facteurs héréditaires en limitant la variabilité [127]. Les 
prochains paragraphes décriront les modèles les plus souvent utilisés afin d’étudier la 
pathologie du diabète auto-immun. 
1.3.1 Le rat BioBreeding (BB) 
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La découverte du rat BioBreeding (BB) remonte à 1974, alors que dans un 
laboratoire d’Ottawa, plusieurs rats d’une même portée provenant d’une colonie Wistar 
« outbred » ont développé les signes cliniques du diabète [128]. La lignée a ensuite été 
rendue inbred par reproductions successives des frères et sœurs entre eux, pour finalement 
être décrite pour la première fois en 1977 [129]. Il s’agit ainsi du premier modèle animal 
développant le diabète de façon spontanée. Les conditions dans lesquelles sont maintenus 
ces animaux ainsi que la dérive génétique font varier l’incidence de diabète auto-immun 
observée chez le rat BB selon les laboratoires, mais celle-ci avoisine généralement 60% 
pour les lignées demeurées prédisposées à la maladie  [130]. Tout comme chez l’homme, 
l’incidence est similaire chez les mâles et les femelles. De plus, il a été démontré que le 
CMH, nommé RT-1 chez le rat, est déterminant du risque de développer le diabète auto-
immun chez ces animaux [131]. Alors que la maladie observée chez le rat BB est aussi 
caractérisée par une insulite consécutive à l’infiltration du pancréas par des cellules mono-
nucléées, ce modèle présente toutefois une différence flagrante face aux observations faites 
chez l’homme. En effet, le rat BB souffre d’une sévère lymphopénie périphérique affectant 
particulièrement les lymphocytes T, phénomène qui n’est pas typique de la maladie 
humaine [132, 133]. Ainsi, le rôle joué par les lymphocytes dans la pathologie observée 
chez le rat s’avère peu représentatif des altérations du système immunitaire présentes chez 
l’homme.  
 
1.3.2 La souris Non-Obese Diabetic (NOD) 
La souris NOD, le modèle murin le plus étudié pour sa prédisposition à l’auto-
immunité, a été découverte par inadvertance par des chercheurs japonais tentant de générer 
des animaux susceptibles au développement de cataractes [134, 135]. Ce faisant, ils ont 
sélectionnés des souris chez lesquelles un diabète spontané apparaît dès 12 semaines d’âge. 
De façon générale, l’incidence de diabète auto-immun observée chez la souris NOD atteint 
60% chez les femelles et environ 20% chez les mâles, un élément qui différencie ce modèle 
de l’homme et du rat BB. Par ailleurs, le CMH (H-2 chez la souris) constitue le facteur 
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prédisposant prépondérant chez ce modèle [136-138], en accord avec les analyses 
génétiques menées chez l’homme. Plus particulièrement, l’allèle de classe II I-Ag7 du CMH 
murin a été identifié comme responsable majeur du développement de la maladie [139-
141]. Tout comme chez l’homme, la susceptibilité associée à cet allèle a été liée à l’absence 
d’un résidu d’acide aspartique en position 57 de la chaîne bêta de la molécule de CMH-II 
[135, 140].  
 
À ce jour, plus de 25 régions génétiques (régions Idd, pour Insulin-dependant 
diabetes) ont été associées à la prédisposition au diabète auto-immun chez la souris NOD 
[122]. Parmi celles-ci, certains gènes candidats communs à l’homme et la souris ont pu être 
validés. En effet, CTLA4 [142, 143], ainsi qu’un orthologue du gène PTPN22 [144], sont 
tous deux déterminants dans le risque de développer le diabète auto-immun chez les deux 
espèces. De plus, même si le récepteur de l’IL-2 ne semble pas être affecté chez la souris 
NOD, il a été démontré que l’expression de la cytokine elle-même est réduite chez ce 
modèle, ce qui a été associé à une perte d’efficacité d’une population de lymphocytes T aux 
fonctions régulatrices [145-147]. Puisque la quantité de gènes validés pour leur association 
à la prédisposition au diabète auto-immun parmi les régions QTL identifiées chez l’homme 
et la souris demeure limitée, il est possible que la ressemblance génétique de la pathologie 
entre l’homme et la souris s’accentue dans les années à venir. De plus, l’incidence de la 
maladie observée chez ce modèle est aussi sensible aux infections virales [148-150], à 
l’alimentation [151-153], et à l’apport en vitamine D [154, 155], des facteurs 
environnementaux impliqués chez l’homme. Ainsi, la souris NOD développe spontanément 
une maladie auto-immune pour laquelle les facteurs associés au risque sont similaires à 
ceux impliqués dans le développement du diabète de type 1 humain. Toutefois, il convient 
de demeurer prudent dans l’interprétation des résultats de ce modèle, puisqu’il ne 
représente qu’un seul génotype menant à la maladie, alors que chez l’homme une diversité 
d’haplotypes peuvent mener à des variantes du diabète de type 1 [156]. Enfin, depuis sa 
création, ce modèle a été intensivement manipulé génétiquement afin de répondre à de 
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nombreuses questions relatives à la tolérance immunitaire ainsi qu’aux rôles des différents 
sous-types de leucocytes dans la pathogénèse du diabète auto-immun. 
 
1.3.3 Les modèles induits 
Outre les modèles développant de façon spontanée le diabète auto-immun, il est 
aussi possible d’étudier des animaux sains chez lesquels on induit la maladie 
chimiquement, chirurgicalement ou via infection. En effet, deux produits sont couramment 
utilisés afin d’induire une nécrose spécifique des cellules bêta du pancréas : l’alloxane et la 
streptozotocine [157]. Ces analogues du glucose s’accumulent préférentiellement dans les 
cellules bêta et exercent une activité cytotoxique selon deux mécanismes bien différents; 
l’alloxane génère des espèces réactives de l’oxygène (ROS) [158], alors que la 
streptozotocine est responsable de l’alkylation de l’ADN [159]. Ces composés sont utilisés 
afin d’induire le diabète dans divers modèles animaux tels que la souris, le rat, le chien et le 
lapin [157]. Bien que mimant les symptômes du diabète de type 1 observés chez l’homme, 
ces modèles sont toutefois peu utiles afin d’étudier les facteurs prédisposant à la maladie, 
ou la pathologie auto-immune. Dans le même ordre d’idées, l’ablation chirurgicale du 
pancréas mène aussi à une forme insuline-dépendante de diabète et est parfois utilisée 
comme modèle chez l’animal. Ce type de chirurgie a entre autres permis d’étudier l’impact 
de nouvelles techniques de transplantations de fragments de pancréas chez le porc [160]. 
 
 Alors que les techniques de destruction des cellules bêta présentées ci-haut agissent 
de manière indépendante du système immunitaire, il est aussi possible de recréer le diabète 
auto-immun en activant spécifiquement les globules blancs. En effet, l’infection de rats par 
le virus du rat de Kilham provoque une insulite menant à la cytolyse des cellules bêta et au 
développement du diabète [161]. De plus, il a été démontré que ce modèle est dépendant 
des lymphocytes T, ce qui a contribué à l’hypothèse de l’infection virale comme 
déclencheur de l’auto-immunité chez l’homme [162]. Chez la souris, le virus de 
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l’encéphalomyocardite démontre aussi le potentiel d’induire le diabète [163, 164]. 
Toutefois, il semble que, dans ce cas, le virus lui-même soit responsable de la lyse des 
cellules bêta, limitant ainsi le rôle joué par le système immunitaire de l’hôte dans la 
pathogénèse. 
 
1.3.4 Les modèles génétiquement modifiés 
Les modèles spontanés d’étude du diabète de type 1 génétiquement similaires à 
l’homme constituent un tremplin pour l’étude de gènes, régions QTL, cytokines et 
populations cellulaires potentiellement impliqués dans le développement de la maladie. En 
effet, il est possible d’altérer génétiquement un seul de ces facteurs chez l’animal afin d’en 
étudier l’impact de façon indépendante. La section qui suit résume les principales 
modifications génétiques utilisées pour l’étude de pathologies du système immunitaire, et 
met l’accent sur certains modèles d’intérêt utilisés au laboratoire. 
 
1.3.4.1 Les animaux congéniques 
Par définition, deux lignées animales sont congéniques lorsqu’elles sont 
génétiquement identiques, à l’exception d’un seul locus [78]. Il est possible d’arriver à ce 
résultat en croisant deux souches étudiées entre elles, puis en sélectionnant les petits selon 
la présence d’un allèle recherché au niveau d’un locus précis. Ceux-ci sont alors mis en 
reproduction en utilisant des animaux de la lignée à laquelle on veut comparer la souche 
congénique. La création d’animaux congéniques nécessite des reproductions successives 
pendant de multiples générations afin d’éliminer le matériel génétique de la souche ayant 
fourni le locus d’intérêt (Figure 6). L’exemple le plus fréquemment étudié dans le contexte 
du diabète auto-immun est sans doute la souris NOD congénique pour l’haplotype du 
CMH-II. Alors que la souris NOD conventionnelle H-2
g7
 présente un fort risque de 
développer la pathologie, la lignée congénique NOD.H-2
b
 dont le CMH est dérivé de la 
souche murine B10 ne souffre pas de diabète auto-immun [165]. Ces résultats permettent de 
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confirmer que chez la souris NOD, l’haplotype H-2g7 est nécessaire à la progression vers le 
diabète. La souris congénique réciproque, c’est-à-dire la B10.H-2g7, demeure toutefois 
résistante au développement de la maladie, ce qui met l’emphase sur le caractère 
polygénique du diabète de type 1 [166]. Ainsi, la création de souris congéniques peut 
permettre de valider le rôle d’une région génétique selon deux stratégies différentes, c’est-
à-dire soit par l’insertion d’allèles de résistance chez un modèle prédisposé, ou encore par 
l’insertion d’allèles de prédisposition chez un modèle naturellement résistant à la maladie. 
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Figure 6 : Méthode de création de souris congéniques homozygotes pour une région (locus 
X) associée à la résistance à une maladie donnée.  
 
La génération de souris congéniques NOD a grandement facilité l’étude du rôle des 
régions de prédisposition au diabète auto-immun Idd. Tel que mentionné précédemment, ce 
type d’étude a permis d’évaluer l’influence de l’haplotype de l’Idd1, c’est-à-dire du CMH-
II, sur l’incidence de diabète auto-immun murin [165]. Chez la souris NOD, l’absence de la 
molécule de CMH-II I-E, en présence d’une forme particulière de la molécule I-A (g7), 
sont reconnus comme les principaux déterminants du risque encodés par l’Idd1 [136]. 
Toutefois, la création de souris NOD sous-congéniques pour le locus du CMH a permis de 
constater qu’une région contigüe à l’Idd1 sur le chromosome 17 était aussi responsable de 
la prédisposition au diabète auto-immun chez l’animal [167]. Ce locus, nommé Idd16, 
contient entre autres le gène codant pour la cytokine TNF- et démontre que, chez la souris 
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comme chez l’homme, plusieurs gènes situés dans l’intervalle du CMH jouent un rôle dans 
la prédisposition à la maladie [168-170]. 
 
Outre le rôle du CMH, les souris congéniques dérivées de la lignée NOD ont permis 
de mieux comprendre la pathogénèse du diabète de type 1. Par exemple, le locus Idd7 a été 
montré comme responsable d’un défaut de sélection thymique permettant à des 
lymphocytes T auto-réactifs d’émigrer vers la périphérie [171]. De même, des études 
concernant l’implication des lymphocytes B et utilisant des lignées congéniques pour 
diverses régions de susceptibilité à la maladie ont permis d’associer les régions Idd5 et 
Idd9/11 à l’activité pathogénique de cette population cellulaire [172]. Par ailleurs, alors que 
les souris NOD.Idd9 présentent de l’insulite sans toutefois progresser vers le diabète [173], 
il a été démontré que des animaux congéniques à la fois pour l’Idd3 et l’Idd5 (NOD.Idd3-
Idd5) sont exempts d’infiltration lymphocytaire dans les îlots du pancréas [174]. De telles 
observations sont primordiales dans l’identification de gènes candidats contribuant aux 
différentes phases de développement du diabète auto-immun. 
 
1.3.4.1.1 Contribution de l’Idd13 
L’Idd13 a été identifié en 1994 par le groupe de Leiter [175], alors que ceux-ci 
comparaient le génotype de la souris NOD à celui de la NOR, une lignée résistante au 
diabète, 88% identique à la NOD et issue de recombinaisons avec les souches murines 
DBA et B6 [176]. C’est l’analyse de QTLs liés à l’incidence de diabète chez des animaux 
générés par des croisements de 2
e
 génération entre les souris NOD et NOR qui a permis 
d’identifier une région située en position distale sur le chromosome 2. L’importance de ce 
locus a été confirmée par la création de la lignée congénique NOD.Idd13, chez laquelle 
plus de 60% des souris sont exemptes de progression vers le diabète auto-immun [175]. Il a 
par la suite été démontré que l’allèle NOD de l’Idd13 influence l’infiltration lymphocytaire 
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puisque sa présence est associée de façon dominante à une insulite invasive plutôt que 
périphérique des îlots pancréatiques [177]. 
 
 De nombreux gènes candidats situés dans l’intervalle de l’Idd13 ont été étudiés au 
cours des dernières années. Tout d’abord, l’association génétique la plus forte entre l’Idd13 
et la résistance au diabète a été initialement décrite grâce à un marqueur situé tout près des 
gènes codant pour les chaînes alpha et bêta de la cytokine inflammatoire IL-1 [175]. Des 
études ultérieures ont démontré qu’une déficience dans l’expression du récepteur de cette 
cytokine était associée à un ralentissement de la progression du diabète auto-immun chez la 
souris NOD, mettant ainsi en évidence le rôle de l’IL-1 dans la pathogénèse de la maladie 
[178]. De plus, l’expression de la chaîne bêta de la cytokine a aussi été identifiée pour son 
rôle dans le développement d’une autre maladie auto-immune, l’arthrite [179]. Outre l’IL-1, 
les gènes Bim et 2m, codant respectivement pour une molécule pro-apoptotique et la 
chaîne non-polymorphique associée au CMH-I, tous deux situés dans l’intervalle de 
l’Idd13, ont été associés à la génération de lymphocytes T auto-réactifs [180, 181]. Leurs 
rôles seront discutés plus extensivement dans la section portant sur la sélection des 
lymphocytes T. Ainsi, il semble que de nombreux gènes puissent être impliqués dans le 
phénotype de résistance au diabète observé chez les souris NOD.Idd13. Toutefois, la 
contribution relative de chacun d’eux à la pathogénèse de la maladie reste à déterminer. 
  
1.3.4.2 Les modèles « knock-out » et « knock-in » 
Les animaux « knock-out » et « knock-in » représentent une approche relativement 
simple permettant d’étudier les effets de la délétion ou de la mutation d’un gène précis. 
Brièvement, le principe de la création d’une souris « knock-out » repose sur l’insertion 
d’une cassette d’ADN, souvent un gène de résistance à un antibiotique, dans une cellule 
souche embryonnaire pluripotente. Par recombinaison homologue, cette cassette s’intègre 
alors à l’ADN cellulaire au niveau d’un exon du gène visé [182, 183]. La cellule ayant 
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intégré correctement la cassette présente alors une copie supprimée du gène d’intérêt, et 
peut être sélectionnée grâce à sa résistance aux antibiotiques afin d’être injectée dans un 
blastocyste murin. La souris ainsi formée se développe à partir de la cellule souche 
modifiée, et est hétérozygote pour une déficience touchant le gène d’intérêt. Si l’absence 
complète de celui-ci n’est pas létale à l’état embryonnaire, il est alors possible de croiser les 
souris hétérozygotes entre elles afin d’obtenir des individus déficients pour une protéine 
donnée. La souris « knock-in » constitue une variante chez laquelle l’ADN intégré au 
génome est souvent une version altérée du gène original, permettant l’étude de mutations 
spécifiques sur l’expression ou la fonction protéique. Cette méthode alloue aussi la 
possibilité de limiter la délétion ou la mutation à certains types cellulaire précis, ainsi que 
de permettre l’expression transitoire et contrôlée de l’altération génétique [182, 184].  
 
Dans le contexte du diabète auto-immun, la création de souris « knock-out » s’est 
souvent avérée utile, particulièrement en regard de l’étude du rôle de certaines cytokines 
dans le développement de la maladie. Par exemple, l’arrivée de la souris NOD déficiente 
pour l’interleukine 4 (IL-4) a mis en doute la perception générale selon laquelle cette 
cytokine immuno-régulatrice protégeait du diabète de type 1, puisqu’il a été démontré que 
son absence n’accélérait pas le développement de la maladie [185]. Par ailleurs, la souris 
NOD déficiente pour le récepteur de l’IL-21 a permis de confirmer le rôle de la 
signalisation par cette interleukine dans la pathogénèse auto-immune, puisque cet animal 
est résistant à l’insulite et à la production d’auto-anticorps [186]. Finalement, l’étude d’une 
souris NOD « knock-in » pour la séquence codante B6 de l’exon 1 du gène de l’IL-2 a 
démontré que la glycosylation de la protéine n’était pas impliquée dans la protection envers 
le diabète de type 1, appuyant plutôt l’hypothèse selon laquelle le niveau d’expression de la 
cytokine est associé au risque de développer la maladie [187].   
1.3.4.2.1 La souris déficiente pour CD47 
La protéine CD47, aussi nommée la protéine associée aux intégrines, est une 
molécule exprimée de façon  ubiquitaire à la surface des cellules nucléées, des plaquettes et 
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des érythocytes [188]. Cette molécule de surface est en fait constituée d’un récepteur à 5 
domaines transmembranaires qui s’associe à une intégrine afin de former un complexe de 
signalisation couplé à une protéine G [189]. Des études nécessitant la génération de 
fragments protéolytiques de la thrombospondine-1 ont montré une forte affinité de liaison 
entre une portion du domaine C-terminal de cette glycoprotéine de matrice et CD47 [190-
192]. Parmi les rôles proposés de l’association CD47-thrombospondine-1, il a entre autres 
été observé que cette interaction était impliquée dans la régulation de la vascularisation 
dépendante de l’oxyde nitrique [193]. La liaison des thrombospondines à CD47 à la surface 
des plaquettes est aussi connue pour mener à l’activation d’une intégrine importante pour la 
liaison au fibrinogène, agissant ainsi sur l’agrégation plaquettaire [194]. Outre la 
thrombospondine-1, CD47 est connu pour s’associer à une molécule de surface dont 
l’expression est principalement restreinte aux cellules de lignée hématopoïétique myéloïde, 
soit Sirp. Sirp, tout comme Sirp et Sirp, est une glycoprotéine transmembranaire 
appartenant à la superfamille des immuno-globulines [195]. Il a été démontré que 
l’interaction CD47-Sirp induit un signal bidirectionnel dont les effets influencent la 
migration cellulaire ainsi que l’activation des cellules du système immunitaire [196, 197]. 
En résumé, suite à la reconnaissance de ses  ligands, CD47 peut à la fois induire l’activation 
de ses intégrines associées, la signalisation via une protéine G ainsi que la modulation de la 
réponse immunitaire des cellules exprimant la molécule Sirp.  
 
 Très conservée, la protéine CD47 s’est vue attribuer le rôle de « marqueur du soi » 
lorsqu’il a été démontré par transfert adoptif que son absence à la surface des globules 
rouges mène à une phagocytose rapide par les macrophages [198]. La souris B6 déficiente 
pour l’expression de CD47 est viable et en bonne santé, par contre il a été démontré que le 
transfert de la délétion sur le fonds génétique NOD prédisposé à l’auto-immunité induit le 
développement d’une forme fatale d’anémie hémolytique [199]. Ainsi, la perte 
d’expression de CD47 participe au bris de tolérance nécessaire au développement de 
pathologies auto-immunes chez les animaux génétiquement prédisposés. Par ailleurs, des 
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études récentes ont démontré un rôle pour l’axe impliquant CD47 et son ligand cellulaire 
Sirp dans le déclenchement d’une forme de colite expérimentale [200]. De plus, il a été 
démontré que les animaux déficients pour le domaine intracellulaire de Sirp deviennent 
résistants au développement de pathologies auto-immunes dans le contexte de modèles 
induits de sclérose en plaques et d’arthrite [201, 202].  Ainsi, chez l’animal, la rupture de 
l’axe CD47-Sirp influence de façon variable et divergente la susceptibilité à l’auto-
immunité, selon le modèle d’étude. Chez l’homme, un polymorphisme observé au niveau 
d’un bloc de gènes comprenant l’homologue de Sirp, c’est-à-dire Sirp, a récemment été 
associé au risque de développer le diabète de type 1 [74]. Finalement, des résultats obtenus 
au laboratoire avant mon arrivée et présentés à l’article 1 de la thèse démontrent que, dans 
un contexte transgénique où les cellules T sont spécifiques à un antigène exprimé par les 
îlots pancréatiques (souris BALB.K TCR3A9:insHEL), la perte d’expression de CD47 est 
responsable d’une forte augmentation de l’incidence de diabète auto-immun [203]. Ces 
résultats contradictoires, qui varient selon la pathologie et le modèle murin étudiés, mettent 
toutefois en évidence un rôle pour l’axe CD47-Sirp dans la régulation de la tolérance 
immunitaire. 
 
1.3.4.3 Les animaux transgéniques 
Outre la génération d’animaux congéniques ou déficients pour l’expression de gènes 
donnés, l’une des manipulations génomiques les plus courantes consiste en la création 
d’individus porteurs de transgènes. Par définition, un transgène est un gène supplémentaire 
et étranger introduit dans un organisme qui s’en trouve transformé [2]. Par opposition aux 
souris « knock-out » ou « knock-in », les transgènes ne requièrent pas nécessairement 
d’intégration en un site chromosomique précis, et sont généralement introduits au hasard 
dans le génome. Dans le domaine de l’immunologie, l’une des premières applications de 
cette technologie chez la souris a permis l’étude du contrôle génétique des 
immunoglobulines in vivo [204, 205]. Depuis la fin des années 1980, de nombreux modèles 
murins transgéniques ont été générés afin d’étudier la tolérance immunitaire ainsi que le 
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développement de maladies auto-immunes [206]. L’introduction de transgènes codant pour 
certaines chaînes spécifiques de molécules de CMH [207-209] ou du récepteur des 
lymphocytes T [210, 211] a grandement facilité la compréhension des étapes de sélection 
thymique de ces cellules. Ainsi, les mécanismes sous-jacents à la sélection clonale des 
lymphocytes T et B potentiellement auto-réactifs ont ainsi pu être mis en lumière, et seront 
détaillés plus loin. 
 
Dans le contexte de l’étude du diabète auto-immun, plusieurs modèles transgéniques 
ont permis l’identification de gènes et médiateurs impliqués dans la pathologie. Alors que 
de nombreux types cellulaires jouent un rôle dans la pathogénèse, les lymphocytes T 
représentent les acteurs principaux de la destruction du pancréas, ce qui justifie le recours à 
des animaux exprimant un TCR transgénique. Brièvement, l’insertion d’un TCR 
transgénique inhibe la recombinaison de la chaîne bêta du récepteur, alors que celle de la 
chaîne alpha demeure possible, générant ainsi une proportion variable de cellules T 
exprimant le récepteur monoclonal [212]. L’un des premier modèles TCR-transgénique 
étudié dans le contexte du diabète auto-immun a été la souris NOD BDC2.5. Généré à 
partir d’un clone de lymphocyte T CD4+, ce TCR est composé des chaîne variables V4 et 
V1 et est sélectionné préférentiellement sur une molécule de CMH-II I-Ag7 [213]. Il a 
d’abord été proposé que le TCR BDC2.5 reconnaisse un antigène cryptique de la protéine 
GAD-65, dont l’antigénicité est associée au développement de la maladie chez la souris 
NOD et chez l’homme [214-217]. Toutefois, une étude récente a permis d’identifier un 
peptide dérivé de la vasostatine-1 comme étant l’auto-antigène reconnu par le TCR BDC2.5 
[218]. Modèles fréquemment étudiés, les souris NOD transgéniques 4.1 et 8.3, pour 
lesquelles le TCR provient des clones de lymphocytes T CD4+ NY4.1 et CD8+ NY8.3,  
génèrent aussi des lymphocytes T reconnaissant des antigènes naturellement exprimés par 
les cellules bêta et présentés par des molécules de CMH-II et -I, respectivement [219, 220]. 
En absence d’expression naturelle de l’antigène reconnu par les lymphocytes T exprimant 
un TCR transgénique, la création d’animaux exprimant simultanément un deuxième 
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transgène allouant l’expression de la protéine d’intérêt de façon restreinte aux îlots 
pancréatiques peut s’avérer très utile. De nombreux systèmes double-transgéniques pour 
lesquels le TCR est sélectionné sur différentes molécules de CMH de classe I ou II ont été 
générés. Parmi ceux-ci, notons la souris TCR-GP, chez laquelle les lymphocytes T CD8+ 
reconnaissent la glycoprotéine du virus de la chorioméningite lymphocytaire (VCML) 
[221], ainsi que les modèles OT-I (lymphocytes T CD8+) et OT-II (lymphocytes T CD4+), 
qui sont spécifiques de peptides générés par la digestion de l’ovalbumine (OVA) [222, 
223]. 
 
1.3.4.3.1 Le système TCR3A9:insHEL 
Le TCR 3A9 a initialement été décrit en 1984, alors que le groupe du Dr Unanue 
cherchait à identifier des clones de lymphocytes T réactifs envers la protéine de lysozyme 
de poule HEL (Hen Egg Lysozyme) présentée par des macrophages exprimant la molécule 
de CMH-II I-A
k
 [224]. Il a par la suite été déterminé que le peptide reconnu par les 
lymphocytes T 3A9 était constitué des acides aminés en position 46-61 de la protéine [225]. 
Le croisement de souris exprimant le transgène TCR3A9 à de multiples lignées murines 
transgéniques pour l’expression de HEL dans différents organes par le groupe du Dr 
Goodnow a permis de démontrer que la sélection des lymphocytes était dépendante du 
profil d’expression de la protéine reconnue par les lymphocytes T [226]. De plus, le 
croisement de la souris transgénique 3A9 à celle exprimant la protéine HEL sous le 
contrôle du promoteur de l’insuline du rat (insHEL, ou ILK3) a grandement facilité l’étude 
des facteurs prédisposant au développement du diabète auto-immun. En effet, il s’agit d’un 
modèle double-transgénique à la limite du bris de tolérance immunitaire, puisque les 
animaux B10.Br génétiquement résistants à la maladie ne développent pas le diabète dans 
ce contexte, alors que la souris NOD.H2k présente une forte incidence de la pathologie, et 
ce, malgré l’absence du CMH-II prédisposant I-Ag7 [227]. De plus, ce modèle présente 
l’avantage d’exclure le rôle du CMH dans la prédisposition, mettant ainsi en évidence les 
autres facteurs génétiques associés à la maladie.  
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La comparaison de souris TCR3A9 :insHEL de lignées B10.Br et NOD.H2k a 
permis la mise en évidence de nombreux phénotypes au niveau du système immunitaire. 
Chez l’animal, des outils génétiques permettent d’associer des phénotypes à des régions 
génétiques, entre autres grâce à l’analyse de type « genome wide scan ». Pour ce faire, on 
croise entre elles les lignées murines présentant un phénotype divergent, afin de générer des 
animaux F1. Ceux-ci sont ensuite croisés entre eux pour obtenir des animaux de génération 
F2, qui présentent chacun une mosaïque d’allèles provenant des deux souches parentales. 
Typiquement, un minimum d’une centaine de souris F2 sont étudiées phénotypiquement, 
puis leur ADN est analysé à l’aide de nombreux marqueurs dans le but d’identifier des 
régions QTLs [228-230]. Alternativement, chez des souris présentant un phénotype 
différent au niveau d’un organe ou d’une population donnés, il est possible d’isoler l’ARN 
messager cellulaire afin de l’hybrider à des micro-puces d’ADN, ce qui permet de mettre en 
évidence de variations dans les niveaux d’expression de milliers de gènes [231, 232]. Par 
ailleurs, il est aussi possible de déterminer les facteurs génétiques liés à un phénotype 
particulier en utilisant des techniques de mutagénèse aléatoire telle que l’administration 
d’ENU (N-ethyl N-nitrosourea), qui permet l’induction d’une trentaine de mutations 
réparties dans le génome chez des petits dont la mère a été traitée [233]. Ainsi, lorsque les 
mutations ne sont pas létales, les souris générées peuvent être étudiés en quête du 
phénotype recherché et mises en reproduction. Leur progéniture est par la suite génotypée 
afin d’identifier l’altération génétique en cause. Toutefois, le recours à ce type d’analyses 
est restreint puisqu’il nécessite de larges colonies animales, ainsi que beaucoup de temps et 
de ressources. 
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1.4 Le rôle du système immunitaire dans la pathogénèse 
 
1.4.1 Les lymphocytes T 
Les lymphocytes T sont des cellules mononucléées appartenant au système 
immunitaire adaptatif. Ils sont nécessaires au combat d’infections parasitaires, bactériennes, 
fongiques et virales ainsi qu’à la création de la mémoire immunitaire [2, 78]. Ces 
lymphocytes peuvent généralement être divisés en deux grandes catégories selon 
l’expression de co-récepteurs à la surface, soit les lymphocytes T CD4+ et CD8+. Les 
lymphocytes T CD4+, ou cellules T auxiliaires, reconnaissent des peptides présentés par 
une molécule de CMH-II exprimée à la surface des cellules présentatrices d’antigènes 
(CPA). Ils sont spécialisés dans l’élimination de pathogènes extracellulaires ou intra-
vésiculaires, et sont généralement nécessaires à l’activation des lymphocytes B et des 
lymphocytes T CD8+. Les lymphocytes T CD8+, aussi appelés lymphocytes T 
cytotoxiques, reconnaissent quant à eux des peptides présentés par une molécule de CMH-I 
à la surface de n’importe quelle cellule nucléée, par exemple lors d’infection virale ou de 
transformation cellulaire. Ainsi, les lymphocytes T naïfs circulent en quête d’un peptide 
étranger pour lequel leur récepteur (TCR) est spécifique, afin d’enclencher une réponse 
immunitaire adaptative. La capacité d’un lymphocyte T de ne pas s’activer suite à la 
rencontre d’un antigène du soi est cruciale, puisqu’une telle réponse peut mener au 
développement de maladies auto-immunes comme le diabète de type 1.  
 
1.4.1.1 Rôles des lymphocytes T dans la pathogénèse de la maladie 
De nombreuses évidences impliquent les lymphocytes T dans la pathogénèse du 
diabète de type 1. Tout d’abord, il a été démontré en 1986 que le transfert de 5 000 000 de 
splénocytes provenant d’une souris NOD diabétique était suffisant afin d’induire un diabète 
auto-immun rapide chez plus de 95% des hôtes NOD irradiés [234]. Plus particulièrement, 
ce groupe et d’autres ont observé que lors du transfert adoptif à de jeunes souris NOD, la 
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présence de lymphocytes T CD4+ et CD8+ était nécessaire au développement de la maladie 
[235-237]. Toutefois, l’utilisation d’hybridomes de lymphocytes T a mis en évidence la 
capacité d’un seul clone, CD4+ ou CD8+, à accélérer la maladie chez un hôte sain [135, 
238-241]. Chez la souris NOD, les lymphocytes T CD8+ sont généralement considérés 
comme d’importants médiateurs de l’initiation de la pathologie, alors que les lymphocytes 
T CD4+ ont été démontrés comme importants durant tout le processus de destruction des 
îlots [135, 242, 243]. Chez le rat BB, l’importance des lymphocytes T dans la pathologie a 
aussi été mise en évidence par la résistance au diabète auto-immun observée chez les 
individus à la suite de thymectomies en jeune âge [244]. De plus, l’injection de sérum 
contenant des anticorps dirigés contre les lymphocytes de rat a permis de prévenir le 
développement de la maladie dans une colonie d’animaux BB prédisposés au diabète auto-
immun [245]. De façon similaire, une seule administration d’anticorps anti-CD3, molécule 
nécessaire à la transmission du signal du TCR, a suffi afin de ralentir la progression de la 
maladie chez des patients nouvellement diagnostiqués pendant une période d’au moins un 
an [246]. Finalement, il a été démontré que les lymphocytes T de patients atteint de diabète 
de type 1 s’activent vigoureusement en présence d’auto-antigènes pancréatiques, tels que 
GAD65, et ce, de façon indépendante des signaux de co-stimulation [247, 248]. Ainsi, chez 
l’animal comme chez l’homme, les lymphocytes T s’activent de façon aberrante envers les 
cellules bêta pancréatiques responsables de la production d’insuline. Il importe alors de 
comprendre quelles sont les failles du système immunitaire menant au bris de tolérance à 
l’égard du soi. 
 
1.4.1.2 Mécanismes de tolérance centrale des lymphocytes T 
Alors que les précurseurs hématopoïétiques des lymphocytes T sont générés dans la 
moelle osseuse, c’est plutôt dans le thymus que ceux-ci se différencient et acquièrent 
l’expression d’un récepteur de cellule T. Brièvement, les thymocytes passent par plusieurs 
stades caractérisés par l’expression de marqueurs de surface spécifique. Tout d’abord 
déficients quant à l’expression des co-récepteurs CD4 et CD8 (DN, double négatifs), les 
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thymocytes porteurs d’un TCR  se mettent ensuite à exprimer les deux co-récepteurs 
(DP, double positifs), pour finalement réprimer l’un d’eux afin de devenir un lymphocyte T 
naïf auxiliaire (SP, simple positif CD4+) ou cytotoxique (SP, simple positif CD8+) et être 
exporté vers la périphérie [2, 249]. Les mécanismes de tolérance centrale des lymphocytes 
T réfèrent aux étapes de sélection des lymphocytes T se déroulant à l’intérieur du thymus, 
lors de la maturation des thymocytes (Figure 7) [250]. 
 
 
Figure 7 : Migration et éducation des thymocytes de stade DN, DP et SP à travers les 
différentes zones du thymus. Les flèches pleines représentent la différentiation des 
thymocytes. Les flèches pointillées représentent la différentiation des cellules épithéliales 
thymiques. Tiré de [251]. 
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Le thymus est un organe lymphoïde primaire permettant la génération de 
lymphocytes T aptes à reconnaître les pathogènes et à combattre les infections, sans 
toutefois s’activer à l’égard de composantes normales du soi. Afin de s’assurer que les 
lymphocytes T puissent reconnaître efficacement un peptide présenté dans le contexte 
d’une molécule de CMH, une étape de sélection positive des thymocytes a lieu au stade DP, 
dans le cortex thymique. À cet endroit, les cellules épithéliales thymiques du cortex (cTEC) 
digèrent et apprêtent des antigènes du soi d’une manière propre au thymus afin de présenter 
les peptides ainsi générés aux thymocytes DP, dans le contexte de molécules de CMH-I ou 
II [252-255]. Seuls les quelques thymocytes reconnaissant le complexe peptide-CMH avec 
un seuil d’affinité minimal assurant leur survie en périphérie évitent l’apoptose et répriment 
subséquemment l’expression de l’un des deux co-récepteurs (Figure 8) [256, 257]. Chez la 
souris NOD, il a été démontré que les thymocytes DP immatures présentent un défaut 
intrinsèque abaissant le seuil minimal d’activation nécessaire à la sélection positive [258]. 
Cette particularité favorise la survie d’une plus grande quantité de thymocytes SP 
reconnaissant modérément des antigènes du soi, et potentiellement impliqués dans le 
développement de lésions auto-immunes.  
 
Figure 8 : Sélection positive et négative des thymocytes selon l’affinité avec laquelle ils 
reconnaissent un complexe CMH-peptide. Adapté de [259]. 
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Les thymocytes SP CD4+ ou CD8+ ayant été sélectionnés positivement dans le 
cortex thymique sont par la suite dirigés vers la médulla, siège principal de la sélection 
négative. Les cellules épithéliales thymiques de la médulla (mTEC), ainsi que les cellules 
dendritiques, ont pour fonction d’y présenter des peptides dérivés du soi pouvant être 
rencontrés par les lymphocytes T en périphérie. Les thymocytes SP recevant un signal de 
haute intensité via le TCR suite à l’interaction avec un complexe CMH-peptide sont 
éliminés par apoptose, afin de limiter l’export de lymphocytes T auto-réactifs. Cependant, 
alors que certaines protéines sont généralement restreintes à un organe donné (TRA, 
Tissue-Restricted Antigen), il est primordial de permettre l’expression de ces antigènes dans 
le thymus afin d’assurer l’instruction adéquate des thymocytes. À cet égard, les mTECs 
expriment le gène AIRE, nécessaire à la présentation thymique de plusieurs centaines 
d’antigènes non-circulants [68, 260]. Les peptides générés sont alors présentés aux 
thymocytes directement par les mTECs, ou encore transférés aux cellules dendritiques 
thymiques. L’expression d’antigènes du soi grâce à AIRE est primordiale à la tolérance 
immunitaire, puisque les animaux présentant une mutation au niveau de ce gène 
développent une pathologie auto-immune sévère et atteignant de multiples organes. Les 
modèles animaux possédant un TCR transgénique ont permis d’identifier des défauts de 
sélection négative des thymocytes associés à la prédisposition au diabète auto-immun. Par 
exemple, il a été démontré que le gène Bim, un important médiateur de l’apoptose, n’est pas 
induit adéquatement par les thymocytes de la souris NOD suite à la reconnaissance 
d’antigènes du soi dans le thymus [180, 261]. Ces résultats corroborent ceux du groupe du 
Dr Sprent, qui a démontré que la souris NOD présentait un défaut de sélection négative lié 
à l’expression accrue de la protéine inhibitrice de l’apoptose FLICE [262]. Par ailleurs, il a 
été proposé qu’un variant structurel du gène 2m impliqué dans la formation du CMH-I 
pourrait aussi favoriser la sélection thymique de lymphocytes T CD8+ chez la souris NOD 
[181]. Ainsi, la force du signal reçu via le TCR lors de la maturation des thymocytes doit se 
trouver à l’intérieur d’une fenêtre restreinte afin de permettre leur survie sans favoriser 
l’auto-immunité. Toutefois, les thymocytes de la souris NOD échappent à ce contrôle 
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rigoureux, ce qui contribue à l’export de lymphocytes T potentiellement auto-réactifs vers 
la périphérie. 
 
Lors de la sélection négative, les thymocytes potentiellement auto-réactifs ne sont 
pas automatiquement astreints à l’apoptose. En effet, une forte interaction entre le TCR et 
un complexe CMH-peptide peut mener à l’expression de la chaîne alpha (CD25) du 
récepteur à l’IL-2, par lequel l’IL-2 environnant induit un signal permettant la transcription 
du facteur Foxp3 responsable de la différentiation d’une population naturelle de 
lymphocytes T régulateurs (nTreg CD4+ Foxp3+) [263, 264]. La fonction des lymphocytes 
T régulateurs est de limiter l’activation exacerbée du système immunitaire. Leurs 
mécanismes d’action seront décrits ci-dessous. 
 
1.4.1.3 Mécanismes de tolérance périphérique des lymphocytes T 
Malgré les rigoureuses étapes de sélection mises en place dans le thymus, certains 
lymphocytes T auto-réactifs réussissent à atteindre la périphérie. En fait, la majorité des 
individus sains présentent des lymphocytes T auto-réactifs circulants [265]. Des 
mécanismes extra-thymiques assurent donc le maintien de la tolérance immunitaire envers 
les antigènes du soi. Tout d’abord, les lymphocytes T naïfs émigrent en périphérie et 
circulent parmi les organes lymphoïdes à la recherche d’une cellule présentatrice d’antigène 
(CPA) exprimant à sa surface un complexe CMH-peptide pour lequel leur TCR est 
spécifique. Toutefois, afin de s’activer, les cellules naïves doivent recevoir simultanément 
un signal par le TCR ainsi que par une molécule de co-stimulation, la plus étudiée étant 
CD28. En effet, les CPAs apprêtent et présentent constamment des peptides insérés dans 
des molécules de CMH-I et –II, et ce, même à l’état de base. L’activation des CPAs suite à 
des signaux de danger permet l’expression à sa surface de ligands de la molécule CD28 : 
CD80 et CD86. En absence de signal de co-stimulation, la rencontre entre un lymphocyte T 
et une CPA présentant l’antigène auquel le lymphocyte est spécifique mène à l’anergie de 
ce dernier [266]. De plus, suite à l’activation, le lymphocyte T exprime à surface la 
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molécule inhibitrice CTLA-4, qui entre en compétition avec CD28 pour la liaison de CD80 
et CD86 afin d’initier la rétraction de la réponse immunitaire. Chez l’homme, il a été 
démontré que les allèles de CTLA-4 prédisposant à l’auto-immunité étaient responsable de 
la génération d’un variant de la protéine au potentiel moins inhibiteur [267]. La 
signalisation via CD28/CTLA-4 a aussi été associée à l’activation, la fonction et à la survie 
des  Tregs chez la souris [268-270]. De plus, des résultats obtenus chez la souris NOD ont 
associé une perturbation dans la signalisation via une seconde molécule inhibitrice, PD-1, à 
la prédisposition au diabète auto-immun [271]. Les différentes molécules impliquées dans 
la co-stimulation des lymphocytes T s’avèrent donc d’importants régulateurs de la tolérance 
périphérique.  
  
1.4.1.3.1 Différentes populations de lymphocytes T régulateurs (Tregs) 
Alors que les molécules de co-stimulation dictent à la cellule T l’attitude à adopter 
selon le contexte physiologique, il est possible que la rencontre entre un lymphocyte T 
auto-réactif et une CPA présentant l’antigène spécifique se déroule dans un environnement 
inflammatoire, menant ainsi à l’activation du lymphocyte. Le rôle des lymphocytes Tregs 
est alors d’inhiber l’activation lymphocytaire excessive et l’auto-immunité. Tel que 
mentionné précédemment, les nTregs CD4+ Foxp3+ se différencient dans le thymus, en 
réponse à un fort signal par le TCR. Des cellules Tregs au phénotype similaire peuvent 
aussi être induites en périphérie (iTregs), lorsqu’un lymphocyte T naïf rencontre son 
antigène spécifique en présence de la cytokine TGF- [272]. Les Tregs CD4+ Foxp3+, 
lorsqu’activés via un signal antigène-spécifique par le TCR, inhibent l’activation des 
lymphocytes environnants en séquestrant l’IL-2 disponible, en libérant des granules 
cytolytiques, en modifiant la fonction des cellules dendritiques et en produisant des 
cytokine immuno-régulatrices telles que l’IL-10, le TGF- et l’IL-35 [273]. De nombreuses 
évidences impliquent ces Tregs dans la pathogénèse du diabète de type 1. Tout d’abord, 
plusieurs études ont associé le polymorphisme de l’IL-2 situé dans la région Idd3 à une 
fonction altérée des Tregs chez la souris NOD [145, 147, 274]. Par ailleurs, des altérations 
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au niveau du nombre, de la fonction et de la survie des Tregs ont été observées chez les 
patients atteints de diabète auto-immun [275, 276]. 
 
Alors que les Tregs CD4+ Foxp3+ constituent la population de cellules régulatrices 
la plus étudiée, des lymphocytes présentant des phénotypes variés ont été caractérisés pour 
leur capacité à inhiber la réponse immunitaire (Figure 9) [277]. Chez l’homme, une 
population de lymphocytes T CD8+ Foxp3+ provenant du thymus et exerçant des fonctions 
régulatrices a été identifiée [278]. Il a récemment été démontré que ces cellules pouvaient 
aussi être induites suite à un traitement d’anti-CD3 chez des patients atteints du diabète de 
type 1 [279]. Dans le même ordre d’idées, il a été observé chez des patients en rémission 
d’arthrite rhumatoïde qu’un sous-groupe spécialisé de cellules dendritiques, nommées 
plasmacytoïdes, ont la capacité d’induire la différentiation de lymphocytes T régulateurs 
Tr1 sécréteurs d’IL-10 [280]. Finalement, un rôle pour des cellules T régulatrices 
n’exprimant aucun des co-récepteurs (DN, double négatives) a récemment été mis en 
évidence chez l’homme et la souris. Les paragraphes qui suivent résument les 
connaissances actuelles quant au mécanisme d’action de ces cellules. 
 
Figure 9 : Différentes populations de lymphocytes T régulateurs. Tiré de [277]. 
 
 
 
  
 
46
1.4.1.3.2 Les lymphocytes T CD4-CD8- (DN) 
Les lymphocytes T DN ont longtemps été associés au développement de l’auto-
immunité puisqu’ils sont phénotypiquement similaires à une population proliférant 
excessivement chez les patients souffrant du syndrome lymphoprolifératif auto-immun 
[281]. Cette pathologie est typiquement caractérisée par une splénomégalie, une 
lymphadénopathie, une hypergammaglobulinémie, ainsi que des manifestations auto-
immunes telles que la cytopénie [282, 283]. Les patients atteints présentent de plus un 
risque accru de développer un lymphome à cellules B. La souris lpr/lpr constitue un modèle 
d’étude de la maladie puisque celle-ci souffre aussi de lymphadénopathie caractérisée par 
une augmentation du nombre de cellules T DN [284]. Chez l’homme comme chez l’animal, 
des mutations altérant la voie de signalisation apoptotique Fas/Fas-L sont responsables de 
la pathologie. Les lymphocytes T DN retrouvés chez les patients atteints du syndrome 
lymphoprolifératif auto-immun seraient issus de cellules T CD8 périphériques résistantes à 
l’apoptose induite par la voie de FAS et proliférant de façon aberrante [285, 286]. Le 
facteur de transcription EOMES a récemment été identifié pour son rôle dans 
l’accumulation de cellules T DN chez les patients souffrant de la maladie ainsi que la souris 
lpr/lpr [287]. Outre sa qualité de biomarqueur, le rôle exact de cette population cellulaire 
dans la pathogénèse du syndrome lymphoprolifératif auto-immun demeure nébuleux 
puisque les atteintes auto-immunes observées semblent plutôt causées par les niveaux 
exacerbés d’auto-anticorps [288].  
 
Une population de lymphocytes T n’exprimant aucun des co-récepteurs CD4 et CD8 
a aussi été identifiée chez les individus sains. Ces cellules T DN constituent de 1 à 5% des 
cellules T périphériques chez l’homme, et jusqu’à 3% chez la souris [289, 290]. 
Contrairement aux lymphocytes T DN retrouvés en grand nombre chez les souris lpr/lpr, 
ces cellules n’expriment pas le marqueur de surface B220, distinction appuyant l’existence 
de deux populations cellulaires différentes [203, 291]. Il a été démontré que les 
lymphocytes T DN présents chez les individus sains ont la capacité d’inhiber la 
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prolifération de lymphocytes T naïfs et mémoires in vitro, proposant ainsi un rôle 
régulateur pour cette population [292]. Chez la souris, de nombreuses études corroborent 
cette hypothèse. En effet, la fonction régulatrice des lymphocytes T DN murins a 
initialement été décrite en 2000 par le groupe du Dr Zhang [290]. Plus spécifiquement, 
cette étude a permis de démontrer dans un modèle TCR transgénique que des cellules 
TCR+, CD4-, CD8-, NK1.1- et nécessitant l’ajout d’IL-2 afin de proliférer en culture ont 
la capacité d’inhiber le rejet d’allogreffe de peau. Le mécanisme proposé pour expliquer 
l’induction de tolérance est l’acquisition d’allo-antigènes par les cellules T DN via les CPA, 
suivi de la lyse spécifique des lymphocytes T cytotoxiques reconnaissant l’allo-antigène 
présenté à la surface des lymphocytes T DN (Figure 10).  
 
 
Figure 10 : Modèle décrivant le mécanisme d’action des lymphocytes T DN par le groupe 
de L. Zhang. Les flèches pleines représentent l’interaction de molécules de surface situées 
sur différentes cellules. La flèche pointillée représente l’activité cytotoxique des cellules T 
DN à l’égard d’une cible cellulaire suite à la reconnaissance d’un peptide. Tiré de [290]. 
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Depuis, plusieurs études ont démontré un rôle préventif des cellules T DN dans le 
rejet d’allogreffes de peau et de cœur [290, 293], de xénogreffes cardiaques ainsi que dans 
la maladie du greffon contre l’hôte [294-296]. Plus près de notre champ d’intérêt, deux 
groupes ont récemment décrit l’importance des lymphocytes T DN dans des modèles 
murins d’auto-immunité. Tout d’abord, le groupe de L. Zhang a observé que le transfert de 
lymphocytes T DN activés permet d’inhiber le développement d’une forme de diabète auto-
immun induit dans un système antigène-spécifique TCR transgénique [297]. Dans ce 
contexte, les cellules T DN démontrent la capacité de supprimer la prolifération ainsi que 
d’éliminer les lymphocytes T cytotoxiques spécifiques de l’auto-antigène. Plus récemment, 
le groupe du Dr Brumeanu a aussi observé une activité tolérogène pour les lymphocytes T 
DN dans le cadre d’un modèle de diabète auto-immun [291]. Cette fois, il a été démontré 
que les cellules T DN non-transgéniques, lorsque transférées à des souris NOD.SCID 
immuno-supprimées ayant reçu des splénocytes diabétogéniques, peuvent ralentir 
l’apparition de la maladie. Le mécanisme exact par lequel les lymphocytes T DN exercent 
leur activité régulatrice dans ce contexte n’est pas investigué, par contre des résultats in 
vitro montrent que ces cellules ont l’habileté de sécréter d’importantes quantités d’IL-10.  
 
Les processus par lesquels les cellules T DN régulent la réponse immunitaire chez la 
souris ont été souvent étudiés et diffèrent selon les modèles. Selon les articles, les 
lymphocytes T DN exercent une activité cytotoxique à l’égard des lymphocytes T et/ou B, 
via des mécanismes cellulaires dépendant ou non de FAS et pouvant inclure la libération de 
granules cytotoxiques [298]. Il a aussi été observé que les cellules T DN inhibent la 
production de cytokines telles que l’IL-2 et l’IFN par les lymphocytes T effecteurs 
environnant [299]. Par ailleurs, il a été démontré que ces cellules ont la capacité d’effectuer 
de la trogocytose, c’est-à-dire d’acquérir des molécules de CMH exprimées à la surface des 
CPAs avec lesquelles les lymphocytes T DN entrent en contact [300]. Mises en commun, 
ces études démontrent clairement que chez l’animal, les lymphocytes T DN exercent une 
activité régulatrice par des mécanismes variés.  
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La description de l’activité fonctionnelle des lymphocytes T DN chez l’homme en 
est à ses balbutiements. Il a toutefois été observé qu’in vitro, les cellules T DN 
reconnaissant l’antigène gp-100 du mélanome exercent une activité cytotoxique à l’égard 
des cellules présentant cet antigène en co-culture [301]. En effet, les lymphocytes T DN 
activés en présence du peptide qui leur est spécifique produisent de l’IFN- ainsi que du 
TNF, et éliminent les cellules cibles via la sécrétion de granzyme et perforine [289, 301]. 
Une étude récente a aussi démontré que ces cellules régulatrices peuvent inhiber la réponse 
des lymphocytes T CD4 et CD8, via des mécanismes requérant des contacts cellulaires 
[292]. Ainsi, il semble que chez l’homme comme chez la souris, de multiples processus 
soient impliqués dans le maintien de tolérance exercé par les lymphocytes T DN. 
Finalement, il  est intéressant d’ajouter que des études menées au laboratoire ont associé le 
nombre de cellules T DN à la résistance au diabète auto-immun chez un modèle murin 
prédisposé au bris de tolérance immunitaire, ce qui a fortement influencé le choix de mon 
sujet de recherche. 
 
1.4.2 Les lymphocytes B 
Les lymphocytes B sont générés dans la moelle osseuse et constituent les effecteurs 
de la voie humorale de la réponse adaptative. Leur activation en présence de pathogènes est 
le plus souvent dépendante des lymphocytes T CD4+ auxiliaires et mène à la différentiation 
de plasmocytes sécréteurs d’anticorps et de cellules B mémoires [2]. En tant que CPA, les 
lymphocytes B sont de plus responsables de la présentation antigénique via l’expression de 
molécules de CMH-I et –II.  
 
Le rôle des lymphocytes B dans l’initiation et le développement du diabète de type 
1 a été longtemps débattu. Alors que la présence d’auto-anticorps dirigés contre les cellules 
bêta représente un marqueur prédictif de la maladie, leur fonction dans la pathogénèse 
demeure très mitigée [302-304]. Toutefois, il a récemment été démontré que l’injection 
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d’anti-CD20, un anticorps éliminant les lymphocytes B, permet de préserver partiellement 
la fonction des cellules bêta chez des patients diagnostiqués [305]. La littérature concernant 
la souris NOD propose que le mécanisme par lequel les cellules B participent à la 
pathogène du diabète auto-immun serait indépendant de la production d’auto-anticorps. En 
effet, il a été observé que l’absence d’expression de la molécule de CMH-II I-Ag7 à la 
surface des lymphocytes B uniquement prévient le développement de la maladie [306]. De 
plus, le transfert d’auto-anticorps provenant d’une souris NOD diabétique n’est pas 
suffisant afin d’induire la maladie chez un hôte déficient en cellules B et résistant au 
diabète auto-immun [307]. Finalement, la création d’une souris NOD transgénique chez 
laquelle les lymphocytes B sont incapables de sécréter des anticorps a permis de démontrer 
que cet animal développe de l’insulite et présente une incidence de diabète plus élevée que 
chez la souris déficiente en lymphocytes B NOD.µMT
-/-
 [308]. 
 
Il semble donc que la fonction principale des lymphocytes B dans la pathogénèse du 
diabète auto-immun ne soit pas la production d’auto-anticorps mais plutôt leur implication 
dans l’activation des lymphocytes T naïfs, la maintenance des cellules T mémoires ou 
encore dans la production de cytokines liées à l’inflammation [309-312]. Par ailleurs, il a 
été démontré que la fonction pathogénique des cellules B liée à la présentation antigénique 
nécessitait la présence de lymphocytes B auto-réactifs, puisque ceux-ci peuvent capter les 
auto-antigènes solubles via leurs immunoglobulines membranaires afin de les présenter 
plus efficacement aux lymphocytes T CD4+ [313]. Au niveau de la moelle osseuse, 
l’édition réussie du récepteur des cellules B immatures permet d’empêcher la mort par 
apoptose des lymphocytes ayant rencontré un antigène du soi qui leur est spécifique [314]. 
Un deuxième mécanisme de sélection négative consiste en l’anergie des cellules B étant 
constamment en contact avec des auto-antigènes de faible avidité [315]. Puisque de 
nombreuses régions Idd, incluant les Idd5, Idd9/11 et Idd22, ont été associées à un rôle des 
lymphocytes B dans le développement du diabète auto-immun, il est probable que certaines 
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de ces régions de prédisposition à la maladie soient responsables d’une sélection déficiente 
des cellules B auto-réactives [172, 316]. 
 
1.4.3 Implication des autres cellules du système immunitaire 
Outre les lymphocytes T et B, de nombreuses populations cellulaires sont 
impliquées dans l’initiation du bris de tolérance menant au développement du diabète de 
type 1. Les cellules dendritiques, dont la fonction principale est la capture, l’apprêtement et 
la présentation antigénique, sont réputées pour capter les auto-antigènes libérés suite à la 
mort de cellules bêta pancréatiques afin de les présenter aux lymphocytes T naïfs situés 
dans les ganglions drainants [317]. De plus, il a été démontré que les cellules dendritiques 
conventionnelles retrouvées chez la souris NOD présentent une capacité accrue à activer les 
lymphocytes T [318, 319]. Toutefois, une étude in vivo éliminant plusieurs sous-
populations de cellules dendritiques sur une longue période de temps a permis de constater 
que celles-ci sont nécessaires au maintien de la tolérance, puisque les souris traitées ont 
développé une pathologie auto-immune fatale [320]. Par ailleurs, les cellules dendritiques 
sont aussi responsables de l’induction périphérique de lymphocytes Tregs CD4+ Foxp3+ 
ainsi que du maintien de leurs fonctions effectrices via la sécrétion d’IL-2 [147].  
 
Autre cellule du système immunitaire inné, le macrophage est aussi impliqué dans la 
pathogénèse du diabète de type 1. En effet, il a été observé chez la souris que les 
macrophages infiltrent les îlots de Langerhans avant même les lymphocytes T, et qu’ils 
exercent une action cytotoxique à l’égard des cellules bêta pancréatiques via la production 
de TNF- et d’IL-1 [321, 322]. De plus, le transfert de splénocytes diabétogéniques chez 
lesquels un récepteur d’adhésion du macrophage a été bloqué permet d’empêcher 
l’infiltration pancréatique par les macrophages et les lymphocytes T, inhibant ainsi le 
développement du diabète auto-immun [323]. Par ailleurs, chez des patients atteints de la 
maladie et récemment diagnostiqués, des macrophages produisant de l’IL-1 et du TNF- 
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ont été retrouvés dans les infiltrations pancréatiques [324]. En contrepartie, il semble que 
les cellules NK ainsi qu’à tout le moins certaines populations de lymphocytes NKT, malgré 
leur habileté à promouvoir l’inflammation, puissent être impliquées dans la prévention de la 
maladie. En effet, une fonction altérée des cellules NK a été associée à la prédisposition au 
diabète auto-immun, chez la souris comme chez l’homme [325-327]. Toutefois, il a aussi 
été récemment démontré que les cellules NK étaient impliquées dans la pathogénèse de la 
maladie, modérant ainsi le rôle protecteur de cette population [328, 329]. En ce qui 
concerne les cellules NKT, il a été prouvé par différents modèles que l’augmentation du 
nombre de ces cellules est liée à la résistance au diabète de type 1 chez la souris [330-332]. 
Ainsi, de nombreuses populations cellulaires participent à la pathogénèse du diabète de 
type 1. Par ailleurs, le rôle de chacune d’elle peut varier selon le contexte, c’est-à-dire à 
l’état de base, en présence d’inflammation ou encore lorsque les mécanismes assurant la 
tolérance immunitaire sont rompus (Figure 11). 
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Figure 11 : Modèle général de la réponse immunitaire altérée par des facteurs génétiques et 
environnementaux menant au développement du diabète de type 1. Les flèches pleines 
représentent la différentiation, l’activation et la prolifération des lymphocytes T suite à la 
présentation d’auto-antigènes. Les flèches pointillées représentent la migration des 
différents sous-types cellulaires impliqués dans la pathogénèse du diabète auto-immun. Les 
flèches arrondies représentent l’action des différents facteurs et effecteurs cellulaires sur la 
destruction des cellules bêta-pancréatiques.Tiré de [333]. 
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Raisonnement, Hypothèse et Objectifs 
 
L’étude des facteurs prédisposant au diabète de type 1 de façon indépendante du 
complexe majeur d’histocompatibilité est un défi. À cet égard, l’utilisation du modèle 
murin double transgénique TCR3A9 :insHEL constitue une approche ingénieuse 
puisqu’elle permet d’évaluer les facteurs génétiques responsables du maintien de la 
tolérance immunitaire dans un système antigène-spécifique, en absence de l’haplotype I-
A
g7
 prédisposant au développement de l’auto-immunité. L’étude de diverses lignées de 
souris transgéniques génétiquement résistantes ou prédisposée à l’auto-immunité a révélé 
une association entre la proportion d’une population peu connue de lymphocytes T DN et la 
susceptibilité au diabète auto-immun. Puisque différentes populations de lymphocytes T 
aux fonctions régulatrices ont été identifiées pour leur rôle crucial dans le maintien de la 
tolérance nécessaire à la prévention du diabète de type 1 chez l’homme et la souris, nous 
émettons l’hypothèse suivante : 
 
« Les lymphocytes T DN exercent une activité immuno-régulatrice et sont 
nécessaires au maintien de la tolérance périphérique chez un modèle murin 
transgénique prédisposé au développement du diabète auto-immun. » 
 
Les objectifs principaux de la thèse sont: 
 Définir le phénotype des lymphocytes T DN et confirmer leur présence chez l’animal 
non-transgénique. 
 Démontrer la fonction régulatrice des lymphocytes T DN ainsi qu’étudier les 
mécanismes par lesquels ces cellules participent à la tolérance immunitaire 
périphérique. 
 Identifier les facteurs génétiques responsables de la régulation des lymphocytes T DN. 
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CHAPITRE 2 : ARTICLE 1 
 
2.1 Implication of the CD47 pathway in autoimmune diabetes. 
 
Véronique Dugas, Claudine Beauchamp, Geneviève Chabot-Roy, Erin E. Hillhouse, 
Sylvie Lesage. 
 
Cet article a été publié dans le Journal of Autoimmunity 35, 23-32 (2010) 
 
Ma contribution à cet article est majeure. J’ai participé activement au design expérimental, 
à l’aide de C. Beauchamp, G. Chabot-Roy et S. Lesage. C. Beauchamp et E.E. Hillhouse 
ont participé au phénotypage des lymphocytes T DN. J’ai effectué les manipulations de 
lymphocytes T régulateurs CD4+ Foxp3+. J’ai mis au point les expérimentations liées à 
l’analyse de la prolifération des cellules T DN, ainsi qu’au transfert adoptif de ces cellules. 
J’ai participé activement à l’interprétation des résultats, à la mise en forme des figures, à 
l’écriture du texte ainsi qu’à la réponse à l’éditeur. J’évalue ma participation à 75%. 
 
Les résultats présentés dans cet article sont centraux à la thèse puisqu’ils décrivent le 
phénotype ainsi que l’activité fonctionnelle des lymphocytes T DN retrouvés chez la souris 
transgénique. De plus, il y est démontré que la proportion de ces cellules est inversement 
corrélée à la prédisposition à l’auto-immunité. Finalement, cet article met en évidence le 
rôle régulateur exercé par les lymphocytes T DN, puisqu’un unique transfert adoptif de ces 
cellules à des animaux fortement prédisposés au diabète auto-immun et présentant 
initialement une faible proportion de lymphocytes T DN est suffisant afin de restaurer l’état 
de tolérance et inhiber le développement de la maladie.  
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2.2 Abstract 
 
CD47 and signal regulatory protein (SIRP) interactions have been proposed to take part in 
autoimmune disease susceptibility. Importantly, a recent genome wide association study for 
type 1 diabetes susceptibility highlighted the association of the 20p13 region comprising 
the SIRP cluster, where some of the SIRP proteins encode functional ligands to CD47. 
Using a TCR transgenic mouse model at the brink of autoimmune disease, we demonstrate 
that CD47-deficiency is sufficient to break the immune tolerance and provoke the onset of 
autoimmune diabetes. Interestingly, CD47-deficient mice show a severe reduction in the 
number of mature CD4-CD8- T cells, and passive transfer of these CD4-CD8- T cells is 
sufficient to restore immune tolerance and prevent diabetes progression. Together, these 
findings constitute an in vivo demonstration that CD47 is involved in diabetes susceptibility 
and controls the homeostatic regulation of CD4-CD8- T cells.  
 
 
Keywords: T cells, tolerance, autoimmune diabetes, transgenic mice, CD47, signal 
regulatory protein 
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2.3 Introduction  
 
CD47 is a ubiquitously expressed atypical protein which encodes for five transmembrane 
domains that interact in cis with integrins to form a complete seven transmembrane 
complex, which signals through G-proteins [1]. CD47 is involved in various immunological 
processes, including apoptosis, phagocytosis, cell migration as well as T cell responses [1-
12]. Particularly, CD47 ligation with either antibodies or its physiological ligand 
potentiates T cell activation [5-7]. The cellular ligands for CD47 include members of the 
signal-regulatory protein (SIRP) family, SIRP and SIRP [13, 14]. CD47 also interacts 
with thrombospondin, although this latter interaction is currently the subject of debate [14, 
15].  
 
SIRP compose a family of genes, including SIRP, SIRP and SIRP proteins, which have 
most probably arisen as a consequence of gene duplication [16]. Their extracellular 
domains are highly homologous and are characteristic of the immunoglobulin superfamily, 
while their intracellular domains, and consequently their signaling, are very divergent [17]. 
Indeed, the SIRP family is defined as “paired receptors”, having both activating and 
inhibitory receptors [13, 18]. Of interest, the cellular expression and function of these CD47 
ligands also differs. The biological function of the highly polymorphic SIRP protein has 
been most extensively studied in myeloid cells, where it is expressed [2, 7, 17]. 
Alternatively, SIRP expressed on T cells and NK cells, has been revealed as an important 
modulator of T cell responses [3, 19-21]. Thus, both CD47 and SIRP are known to 
influence T cell responses. 
 
More recently, CD47-SIRP interactions have been proposed to take part in T cell-mediated 
autoimmune disease susceptibility. For instance, animals lacking the intracellular domain of 
SIRP become resistant to the development of a myelin oligodendrocyte glycoprotein 
peptide-induced EAE and collagen-induced arthritis [22, 23], whereas CD47-deficiency 
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facilitates the progression of autoimmune hemolytic anemia in mice [24, 25]. In addition, 
autoimmune diabetes linkage studies in rat and mice have revealed respective associations 
with Iddm27 and Idd13, two genetic loci encompassing the highly polymorphic Sirp gene 
[17, 26-28]. Moreover, a recent genome-wide association study for type 1 diabetes 
susceptibility in humans highlighted the association of the 20p13 region comprising the 
SIRP cluster [29]. Importantly, based on linkage disequilibrium (LD), the SIRP cluster 
contains three genes, namely SIRPD, SIRPB1, SIRPG some of which are known to encode 
functional ligands to CD47 [16, 29]. Therefore, we aimed to define the contribution of the 
CD47 pathway in autoimmune diabetes. 
 
For our studies, we use a TCR transgenic mouse model at the brink of autoimmune disease, 
allowing us to reveal the impact of subtle genetic differences in the regulation of T cell 
tolerance. In this transgenic model, deletion of CD47 is sufficient to break the immune 
tolerance, provoking the onset of autoimmune diabetes. We previously demonstrated that T 
cell central tolerance mechanisms were not altered in TCR transgenic CD47-deficient mice 
[30], therefore suggesting that defects in peripheral tolerance were at play. Accordingly, we 
observe a reduction in the number of mature CD4-CD8- T cells in association with disease 
susceptibility in different genetic backgrounds. Interestingly, these CD4-CD8- T cells are 
phenotypically similar to immunoregulatory T cells identified by others [31-34]. Moreover, 
we show that increasing the number of CD4-CD8- T cells is sufficient to confer immune 
tolerance and impede autoimmune diabetes development. Together, these findings lend 
support to the view that the CD47-SIRP pathway is implicated in susceptibility to 
autoimmune diabetes. 
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2.4 Materials and Methods:  
 
2.4.1 Mice 
3A9 TCR [35] and insHEL (Hen egg lysozyme (HEL) under the rat-insulin promoter a.k.a 
ILK-3) [36] transgenic mice on B10.Br, NOD.H2
k
 and BALB.K backgrounds have been 
previously described [30, 37]. CD47-deficient BALB/c mice [38] were bred to 
TCR:insHEL B10.Br mice as previously described [30]. Non-transgenic B10.Br (#000465) 
and NOD (#001976) mice were purchased from The Jackson Laboratory. The 
Maisonneuve-Rosemont Hospital ethics committee overseen by the Canadian Council for 
Animal Protection approved all experimental procedures. 
 
2.4.2 Flow cytometry  
6–12-wk old nondiabetic mice (Diascreen negative) were analyzed. All lymphoid organs 
were passed through a sterile cell strainer. Cell counts were performed by trypan blue 
exclusion using a hemacytometer. The FITC Anti-Mouse/Rat Foxp3 Staining Set was used 
for Foxp3 staining according to the manufacturer’s instructions (eBiosciences). Anti-
clonotypic 1G12 antibody recognizing the expression of the 3A9 TCR [39] was used as a 
culture supernatant and detected using APC-labelled X56 from BD. Anti-CD25 antibody 
was purchased from Caltag. All other antibodies were purchased from Biolegend. CD1d 
tetramer is a generous gift from Dr. David Serreze. Data was collected on a FACSCalibur 
(BD Biosciences), cells were sorted on a FACSVantage (BD Biosciences) and all data was 
analyzed with FlowJo software (Treestar). 
 
2.4.3 Proliferation and suppression assays 
To measure the extent of T cell proliferation, sorted CD4 and DN T cells were labeled with 
2M CFSE (Invitrogen, [40]) and washed twice in cold RPMI containing 10% FCS prior to 
culture. They were stimulated in vitro (250 000 cells/ml) for three days in the presence of 
irradiated T-depleted splenocytes (2.5 Gy, 250 000 cells/ml) and anti-CD3 (1g/ml), with 
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or without IL-2 (30 U/ml). To quantify the potential of Tregs at suppressing CD4 T cell 
proliferation, CD4+CD25- effectors cells were sorted and labeled with CFSE as above, and 
cultured for 3 days in presence of the indicated ratio of CD4+CD25hi Tregs or 
CD4+CD25- control effector cells.  
 
2.4.4 Diabetes monitoring 
The diabetes incidence was monitored every two weeks using Diascreen, where diabetic 
mice were positive for two consecutive tests and showed blood glucose levels above 
17mM. To evaluate the role of CD4-CD8- (double negative, DN) T cells, spleen and 
peripheral lymph nodes cells were obtained from BALB.K TCR mice. Where mentioned, 
DN T cells were enriched using EasySep
TM
 biotin selection kit, efficiently removing >95% 
of CD4+ (RM4-5), CD8+ (53-6.7) and B cells (CD45R, RA3-6B2). More than 50% of the 
remaining cells were positive for 1G12 expression. 10 million enriched DN T cells or 10 
million selected CD4+ T cells (purity 95%) were then injected i.v. in non-diabetic (diastix 
negative) 9 week-old CD47
-/-
 BALB.K TCR:insHEL mice. Alternatively, 6 week-old non-
diabetic CD47
-/-
 BALB.K TCR:insHEL mice were injected with 2 million sorted DN T 
cells. Sorted 1G12+ DN T cells purity was above 90%. Serum was collected from diabetic 
mice (showing two consecutive Diascreen positive tests and blood glucose levels above 
17mM) or when mice reached 24 weeks of age. Anti-HEL IgM and IgG serum levels were 
measured by ELISA using HEL-coated plates and polyclonal goat anti-mouse IgM and IgG 
peroxidase conjugate antibodies (Calbiochem). 
 
2.4.5 Phenotyping and quantifying DN T cells in non-transgenic mice 
Phenotyping of non-transgenic DN T cells from the spleen and lymph nodes of B10.Br and 
NOD mice was performed by depleting CD4, CD8, B220, CD49b and TCR positive cells 
using EasySep™ biotin selection kit. For determining the number of DN T cells, cell 
separation was not performed to avoid cell loss. The proportion of DN T cells was obtained 
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by electronic gating on TCR+CD5lowCD4-CD8-B220-CD1d tetramer- cells and multiplied 
by the absolute cell number in each organ. 
 
2.4.6 Statistics 
Mann-Whitney U test was performed where appropriate unless otherwise specified. 
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2.5 Results: 
 
2.5.1 CD47-deficient mice are prone to autoimmune diabetes.  
CD47-SIRP interactions regulate T cell responses [1-3, 5-7, 17] and the SIRP cluster has 
been recently associated with autoimmune diabetes progression [29]. We therefore elected 
to evaluate the impact of the CD47-SIRP pathway on diabetes onset in a T cell dependent 
model. As such, we took advantage of the TCR:insHEL transgenic mouse model, where the 
3A9 TCR transgene recognizes a HEL peptide in the context of I-A
k
 and the insHEL 
transgene is expressed under the rat-insulin promoter [36, 37]. Accordingly, TCR:insHEL 
transgenic mice carry a significant number of autoreactive T cells [36, 37]. This model 
should thus help reveal the impact of subtle genetic differences in the regulation of T cell 
tolerance.  
 
In humans, both SIRP and SIRP bind to CD47, while the ligand for SIRP has not been 
defined [13, 17]. Murine SIRP also binds to CD47; however mice do not express SIRP 
[3]. To effectively disrupt the CD47-SIRP pathway and determine its impact on 
autoimmune disease progression, we monitored the diabetes incidence in TCR:insHEL 
CD47-deficient, which had been previously generated on the BALB.K background [30]. In 
this antigen-specific context, less than 20% of the TCR:insHEL CD47-sufficient mice 
developed autoimmune diabetes within 24 weeks (Figure 1). In contrast, within this same 
time frame, the incidence of diabetes reached 90% in TCR:insHEL CD47-deficient mice. 
Moreover, the onset of disease occurred much earlier in CD47-deficient mice, where the 
first diabetic mice appeared at 6 weeks as opposed to 15 weeks of age in CD47-sufficient 
mice (Figure 1). Together, these data highlight an important role for the CD47 pathway in 
the regulation of immune tolerance in a T-cell model of autoimmune diabetes. 
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2.5.2  Tregs, CD4 and CD8 T cells are not influenced by the absence of CD47 
Both central and peripheral T cell tolerance defects may contribute to the pathogenesis of 
autoimmune diabetes. Although we have previously shown a defect in central tolerance 
using this TCR transgenic model on a different genetic background [37], we have recently 
reported that CD47-deficiency does not affect thymic selection events in the TCR:insHEL 
BALB.K model [30]. Therefore, it is unlikely that defects in central tolerance describe the 
increased susceptibility to autoimmune diabetes in CD47-deficient mice.  
 
Subsequently, to evaluate the peripheral regulation of T cells independently of the 
previously ascribed effects of thymic negative selection processes [37], we examined the T 
cell populations in the spleen and lymph nodes of single TCR transgenic mice, i.e. in the 
absence of the insHEL transgene which causes negative selection of potentially 
autoreactive TCR transgenic T cells. As for the B10.Br and NOD.H2
k
 genetic backgrounds 
[37], single TCR transgenic mice do not develop diabetes on the BALB.K genetic 
background (data not shown); consequently, any cellular differences observed by 
comparing CD47-deficient and –sufficient mice will reveal phenotypes associated with 
disease predisposition in the complete absence of islet inflammation. Moreover, the 
insertion of both TCR and insHEL transgenes is needed to allow diabetes progression, 
demonstrating that a sufficient number of HEL-specific T cells, in the presence of HEL 
expression in the pancreas, must be present to initiate the pathology. 
 
Peripheral T cell regulation is mediated at least in part by Foxp3-expressing CD4 
regulatory T cells (Tregs) known to limit auto-reactive T cell activation [41]. As a result, 
we first evaluated whether the absence of CD47 modulated the number or function of 
Tregs. By comparing 3A9 TCR clonotype (1G12)
+
 cells in the spleen and lymph nodes of 
TCR single transgenic CD47-deficient and –sufficient mice, we observed no significant 
difference in the proportion of Tregs or in their potential to inhibit in vitro CD4 T cell 
proliferation (Figure 2a and 2b). Indeed, CD47-deficient Tregs from 3A9 TCR transgenic 
mice were at least as efficient as those from CD47-sufficient mice at inhibiting CD4 T cell 
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proliferation, monitored by the extent of CFSE dilution. These results support previous 
findings demonstrating that neither the quantity nor the function of Tregs is reduced in 
CD47-deficient non-transgenic mice [42]. Rather, Tregs appear to slowly accumulate with 
age in CD47-deficient mice [42]. Together, these data suggest that the increased 
susceptibility to autoimmune diabetes in CD47-deficient mice cannot be attributed to a 
defect in Treg homeostasis or function.   
 
Secondly, we showed that the proportion, the absolute number and activation markers of 
either CD4 or CD8 T cells were not altered in peripheral lymphoid organs of TCR 
transgenic CD47-deficient mice when compared with CD47-sufficient mice (Figure 2c, 
Table I and data not shown). Together, these data suggest that the T cell pool is not affected 
by the absence of the CD47 molecule. 
 
2.5.3 Decreased proportion of CD4-CD8- T cells in CD47 deficient mice. 
Yet, while analyzing the CD4 and CD8 T cell subsets, we observed a high number of TCR 
clonotype 1G12+ cells lacking both CD4 and CD8 expression (Figure 3a). Indeed, 
approximately 50% of TCR clonotype 1G12
+
 cells were CD4
-
CD8
-
, revealing the presence 
of non-conventional T cells (Figure 3a). Almost 5% of total spleen cells and an astounding 
15% of total lymph nodes cells were CD4
-
CD8
-
1G12
+
 (Figure 3b). We hereafter refer to 
these cells as double negative T (DN T) cells. More importantly, DN T cells were severely 
reduced in TCR CD47-deficient mice when compared with CD47-sufficient mice (Figure 
3b). Finally, similar results were obtained in TCR:insHEL mice, where the number of DN 
T cells was also significantly lower in the absence of CD47 (data not shown). These results 
suggest that CD47 is associated with the homeostatic regulation of DN T cells. 
 
2.5.3 Elevated DN T cell numbers are associated with diabetes resistance.  
Hitherto, our results show that CD47-deficiency accelerates autoimmune diabetes 
progression and is associated with a reduced number of DN T cells in pre-diabetic mice. To 
determine whether elevated DN T cell number is associated with diabetes resistance, we 
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investigated the proportion of DN T cells in two other genetic backgrounds. The proportion 
and number of DN T cells was comparable for both diabetes-resistant TCR B10.Br and 
BALB.K mice in the spleen and lymph nodes (Figure 4a, Table II). Moreover, both the 
diabetes-prone TCR NOD.H2
k
 and CD47-deficient BALB.K mice show a severe reduction 
in DN T cell proportion and number (Figure 4a, Table II). Interestingly, similar to CD47-
deficient and -sufficient mice, the TCR transgene on B10.Br and NOD.H2
k
 backgrounds 
did not impact the proportion of CD4 and CD8 T cell subsets (Figure 4b). Finally, the 
discrepancy in DN T cell number between the B10.Br and NOD.H2
k
 strains was also 
apparent in TCR:insHEL transgenic mice (Figure 4c). Thus, we find elevated DN T cell 
numbers in both diabetes-resistant TCR B10.Br and BALB.K CD47-sufficient mouse 
models and low DN T cell numbers in both diabetes susceptible TCR NOD.H2
k
 and 
BALB.K CD47-deficient mouse models. Taken together, these results suggest that elevated 
DN T cell number is associated with autoimmune diabetes resistance. 
 
2.5.4 Phenotypic characterization of DN T cells. 
Immunoregulatory DN T cells have been previously described by others [31, 32]. These 
cells are rare in non-transgenic mice [43, 44] and humans [34]. Interestingly, the insertion 
of TCR transgenes has been shown to increase the proportion of DN T cells in many 
different models, including the HY-TCR, the 4E3-TCR, the 1H3.1 and the 2C-TCR 
transgenic mice [31, 32, 45-48]. Similarly, we have found that the proportion of DN T cells 
is considerably increased in the context of the 3A9 TCR transgene (Figure 3). As a sizeable 
proportion of DN T cells can be found in TCR transgenic mice, it is not surprising to find 
that the most extensive characterization of this cell type has been performed using the TCR 
transgenic settings [31, 32, 46]. We compared the phenotype of the 3A9 TCR transgenic T 
cells to these immunoregulatory DN T cells. 
  
Similar to the immunoregulatory 2C TCR transgenic DN T cells as well as the IH3.1 DN T 
cells, those obtained in the 3A9 TCR transgenic mice are anergic and the anergy can be 
reversed upon addition of IL-2 [32, 46, 49] (Figure 5). Moreover, DN T cells from 2C, 
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IH3.1 and 3A9 TCR transgenic mice exhibit a comparable phenotype, in that they express 
low levels of CD44, are negative for CD25, CD69, CD122 and Foxp3  expression and 
show high levels of Ly6A  [31, 32, 46, 50, 51] (Figure 6a). We performed additional 
phenotypic characterization and demonstrate that 3A9 TCR transgenic DN T cells express 
many naïve T cell markers such as CD3, CD62L and CD45RB at levels comparable to CD4 
T cells from TCR transgenic mice and low levels of CD5 [46, 52] (Figure 6b). Therefore, 
the CD4-CD8-1G12+ subset found in the 3A9 TCR transgenic mice defines a naïve T cell 
type and carries a similar phenotype to the previously defined immunoregulatory DN T cell 
subset.  
 
2.5.5 DN T cells are reduced in number in non-transgenic autoimmune prone NOD 
mice. Insertion of TCR transgenes are known to alter the homeostatic regulation of various 
T cell subsets [53]. We thus aimed to verify whether the increased number of DN T cells is 
associated with autoimmune diabetes resistance in a non-transgenic setting. We took 
advantage of the phenotypic characterization performed on TCR transgenic DN T cells to 
identify the rare DN T cells in non-transgenic mice. Spleen and lymph node cells from 
B10.Br and NOD mice were selected for lack of CD4, CD8, DX5,
 
B220, and TCR 
expression (purity >95%). Up to 25% of this enriched cellular population are shown to 
express high levels of TCR, the majority of which do not stain for the CD1d-tetramer, 
thereby excluding potential contaminating CD4
-
CD8
-
 NKT cells from the analysisFigure 
7a and data not shown) Finally, similar to the observations made for TCR transgenic DN 
T cells, these non-transgenic DNT cells showed a low level of CD5 expression (Figure 7a). 
Therefore, DN T cells can clearly be identified in a non-transgenic setting.  
 
As autoimmune-prone TCR transgenic mice show a severe reduction in the proportion of 
DN T cells, we quantified the proportion of DN T cells in H-2
g7
 non-transgenic NOD mice. 
Our data demonstrate at least a three-fold reduction in DN T cell number in non-transgenic 
NOD mice when compared to diabetes-resistant B10.Br (Figure 7b). This result further 
supports the view that low DN T cell proportion is associated with diabetes susceptibility. 
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2.5.6 DN T cells are sufficient to restore diabetes resistance.  
We next aimed to determine whether DN T cells were directly implicated in resistance to 
diabetes progression. We selected a group of 23 TCR:insHEL transgenic CD47-deficient 
BALB.K mice, which tested negative for urine glucose (Diascreen) at 9 weeks of age. Nine 
of these mice received 10 million DN T cells and the cohort of 23 mice was monitored for 
diabetes incidence. At 24 weeks of age, only 1/9 mice which had received DN T cells was 
hyperglycemic, as compared to 11/14 in non-injected animals (Figure 8a). As a control, 2 
mice were injected with 10 million CD4+ T cells from TCR transgenic BALB.K mice and 
1 of these became diabetic before 24 weeks (Table III). Moreover, to exclude the possibility 
that contaminating cells found in the DN T cell preparation were responsible for conferring 
protection from diabetes progression, we generated an additional cohort of mice, which 
were instead injected with 2 million DN T cells sorted to high purity. All of the four mice, 
injected at 6 weeks of age, have maintained low urine and blood glucose levels (Table III).   
 
Furthermore, we have previously shown that, in the TCR:insHEL model, anti-HEL IgG 
antibody levels correlate with diabetes susceptibility in other genetic backgrounds [37]. We 
thus quantified the HEL specific auto-antibodies in TCR:insHEL CD47-deficient mice, 
which had, or had not, received DN T cells. Levels of serum anti-HEL IgM auto-antibodies 
were similar between both groups (Figure 8b). Interestingly, DN T cell transfer in 
TCR:insHEL CD47-deficient mice not only protected the mice from diabetes progression 
but these recipients also showed a lower level of serum anti-HEL IgG auto-antibodies 
(Figure 8c). Taken together, these results suggest that restoring DN T cell number in 
diabetes-prone mice prevents diabetes progression. 
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2.6 Discussion: 
 
T cell-mediated autoimmune diabetes progresses similarly in humans and in NOD mice 
[54]. In support of this view, genetic susceptibility to autoimmune diabetes is quite 
concordant between the two species, where the MHC, PTPN22 and CTLA-4 genetic 
polymorphisms associate with disease [55]. Moreover, insulin has been suggested as the 
initiating autoantigen in both humans and mice [56-59]. Finally, the mouse Il2 and human 
CD25 genes are also both associated with increased risk, suggesting that the IL-2 pathway 
is involved in disease susceptibility [55]. Herein, we lend support for the implication of yet 
another pathway which is involved in autoimmune diabetes progression in both species: the 
CD47-SIRP pathway.  
 
CD47-SIRP interactions modulate T cell responses and have been suggested to contribute 
to T cell-mediated autoimmune pathogenesis [17, 22, 23, 29]. Using a TCR transgenic 
mouse model, we demonstrated that CD47-deficiency is sufficient to break the immune 
tolerance and promote autoimmune diabetes progression. Transgenic mouse models have 
been commonly used to validate the implication of other biological pathways in the 
progression of autoimmune diabetes. A TCR transgenic approach was used to verify the 
association of the IL-2 candidate gene, located within the Idd3 locus, with autoimmune 
diabetes susceptibility [60]. In addition, the role of CTLA-4 in autoimmune diabetes was 
evaluated using a transgenic mouse model for a specific CTLA-4 isoform [61]. These 
studies highlight the importance of murine transgenic systems to reveal the in vivo role of 
candidate genes and/or pathways implicated in immune tolerance and associated with 
human autoimmune diseases. 
 
The introduction of the CD47-deficiency on non-transgenic C57BL/6 or BALB/c 
background, genetically resistant to autoimmune diseases, is not sufficient to cause 
autoimmune diabetes. This is not surprising, considering the multigenic character of 
autoimmune diseases, and certainly does not preclude a role for the CD47 pathway in 
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autoimmunity. Autoimmune disease predisposition is a complex genetic trait, where 
multiple genes are associated with disease progression [62]. By definition, one gene is thus 
not sufficient to confer disease progression. For example, the MHC I-A
g7
, the most 
important factor contributing to autoimmune diabetes susceptibility in NOD mice, is not 
sufficient to confer diabetes susceptibility in autoimmune resistant C57BL/6 mice when 
these mice are made congenic for the H2
g7
allele (a.k.a. B6.g7) [63]. Furthermore, in 
support of a role for the CD47 pathway in autoimmunity, CD47-deficient autoimmune-
prone NOD mice were shown to develop hemolytic anemia [25]. CD47 expression on 
erythrocytes is of critical importance [24, 64], and CD47-deletion may embrittle the red 
blood cells, increasing the predisposition to autoimmune hemolytic anemia in a strain 
already highly susceptible to autoimmune diseases. Thus, we propose that, as for other 
factors associated with autoimmune diabetes predisposition, the CD47 pathway is one of 
many parameters contributing to autoimmune disease susceptibility. 
 
Within the CD47 pathway, it is tempting to propose SIRP as the candidate gene. First, 
CD47 is only known to bind SIRP and SIRP [14]. Second, SIRP is not expressed in 
mice [16]. Third, SIRP is located within the Idd13 and Iddm27 diabetes susceptibility 
locus in mice and rats, respectively [26, 27]. Finally, SIRP is highly polymorphic [28]. 
However, it must be noted that the polymorphisms in the human SIRP gene are unlikely 
to affect binding with CD47 [13, 14]. Moreover, the human genetic association to type 1 
diabetes was more strongly linked to SIRP and appeared to exclude SIRP as a candidate 
gene [29]. Thus, although we have demonstrated that ablating CD47 is sufficient to 
contribute to autoimmune disease progression, more studies are required to resolve the 
exact polymorphism and protein interactions increasing autoimmune diabetes 
susceptibility.  
 
In this study, we demonstrate that the CD47 pathway influences the homeostatic regulation 
of an unconventional T cell subset (the DN T cells), where DN T cell transfer is sufficient 
to prevent diabetes progression. Immunoregulatory DN T cells have been previously 
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characterized by others [31, 32], where they must be activated by antigen to efficiently 
eliminate CD8 T cells carrying the same antigenic specificity [33]. Indeed, these cells can 
prevent skin and heart allograft as well as heart xenograft rejection [31, 65, 66]. Using a 
different TCR transgenic model, where diabetes is induced upon peptide and anti-CD40 
challenge, DN T cells were also shown to confer protection from autoimmune diabetes 
progression [67]. Our data thus support and add to the findings that DN T cells protect from 
diabetes progression. For one, we demonstrate that DN T cells can prevent diabetes onset in 
a spontaneous model of diabetes. Secondly, we perform a more extensive phenotypic 
characterization of this T cell subset and show that they exhibit a similar profile to naïve 
CD4 T cells. Thirdly, we associate low DN T cell number with diabetes susceptibility in 
TCR transgenic CD47-deficient BALB.K mice and NOD.H2
k
 mice, as well as in non-
transgenic NOD mice. Finally, we demonstrate that DN T cell transfer associates with 
lower autoantibody levels. 
 
In summary, our observations have permitted the association of a defect in the CD47 
pathway with autoimmune diabetes progression and identify at least part of the mechanism 
by which the disruption of the CD47 pathway accelerates disease onset; through the 
regulation of DN T cell number. As TCR:insHEL NOD.H2
k
 mice carry a low number of 
DN T cells and are highly susceptible to autoimmune diabetes, it would be expected that 
introgression of the Idd13 resistance allele, which contains SIRPα, in this transgenic model 
would restore DN T cell number and confer protection from diabetes progression. 
Alternatively, DN T cell proportion could be monitored in humans carrying either the 
resistance or susceptibility allele for the SIRP locus genetic marker rs2281808 [29], to 
determine the association between the genotype and phenotype. Such an association would 
identify a novel therapeutic target and lead the way for a potential cellular therapy 
approach, where expansion of DN T cell numbers may protect from autoimmune disease 
progression. 
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2.9 Figures and Tables 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1: Diabetes incidence is increased in TCR:insHEL BALB.K CD47-deficient 
mice. Diabetes incidence was monitored in CD47-sufficient (n = 11) and CD47-deficient (n 
= 18) TCR:insHEL BALB.K mice. 
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Figure 2: Tregs, CD4 and CD8 T cells are not influenced by the absence of CD47 
The proportion of T cells from the spleen and lymph nodes of TCR transgenic CD47-
sufficient and -deficient BALB.K mice was determined by staining for CD4, CD8, 1G12 
and Foxp3. A) The proportion of TCR transgenic CD4+ Foxp3+ T cells (n ≥ 5) and B) the 
ability of sorted CD4
+
CD25
hi
 Tregs to suppress the proliferation of CFSE-labeled 
CD4
+
CD25
-
 effector T cells in vitro is shown for CD47-sufficient (white) and –deficient 
(grey) TCR transgenic BALB.K mice (n = 3). C) The proportion of TCR transgenic CD4 
and CD8 T cells in the spleen and lymph nodes are shown for CD47-sufficient (white) and 
–deficient (grey) BALB.K mice (n ≥ 5). * p < 0.01, ** p < 0.001 
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Figure 3: Decreased proportion of an unconventional cell-type in CD47-deficient mice. 
Cells were prepared as in Figure 2. A) The gating strategy used to detect CD4-CD8-1G12+ 
T cells is shown for spleen (left) and lymph nodes (right).  n ≥ 5. B). The proportion of 
CD4-CD8-1G12+ is presented for the spleen and lymph nodes of each mouse from the 
indicated strains. DN T cell proportion is significantly decreased in CD47-deficient TCR 
transgenic BALB.K mice (n ≥ 5). Student’s T test * p < 0.05.  
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Figure 4: Elevated DN T cell numbers are associated with diabetes resistance. Cells 
from lymphoid organs of transgenic BALB.K, B10.Br and NOD.H2
k
 mice were harvested 
and stained for CD4, CD8 and 1G12 expression. A) DN T cell proportion in TCR 
transgenic CD47-deficient and -sufficient BALB.K compared to TCR transgenic diabetes-
resistant B10.Br and –susceptible NOD.H2k mice. The data is representative of at least 
three independent experiments. The bar charts demonstrate B) the proportion of 
CD4+1G12+, CD8+1G12+ and CD4-CD8-1G12+ (DN) T cells in the spleen and lymph 
nodes of TCR transgenic B10.Br and NOD.H2
k
 mice and C) the proportion of CD4-CD8-
1G12+ (DN) T cells in the spleen and skin-draining lymph nodes (LN) of TCR:insHEL 
transgenic B10.Br and NOD.H2
k
 mice. The mean and SD of more than five mice per group 
is shown. * p< 0.01, ** p < 0.001 
  
 
83
 
 
 
Figure 5: DN T cells are anergic. CFSE-labeled CD4 and DN T cells were cultured for 3 
days with APCs (shaded); APCs and anti-CD3 (thick); or APCs, anti-CD3 and IL-2 
(dotted). The histograms indicate the level of CFSE dilution corresponding to cellular 
proliferation. Representative of 3 independent experiments. 
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Figure 6: Phenotypic characterization of DN T cells. Spleen cells of TCR transgenic 
B10.Br mice were stained with CD4, CD8, 1G12 and various other phenotypic markers, as 
indicated. The expression of cell surface markers is indicated for DN T cells (CD4-CD8-
1G12+, thick), CD4 T cells (CD4+CD8-, dashed) and non T cells (CD4-CD8-1G12-), 
comprising mostly B cells, shaded) were analysed for various cell surface markers. 
Histograms show expression level of A) surface markers characterizing immunoregulatory 
DN T cells and B) naïve T cell markers. Representative of at least three independent 
experiments. 
 
  
 
85
 
 
 
Figure 7: Non-transgenic autoimmune-prone NOD mice show a reduction in the 
number of DN T cells. A) Cells from spleen and lymph nodes of non-transgenic B10.Br 
and NOD (I-Ag7) mice were negatively selected for CD4, CD8, CD49b, B220 and TCRδ 
expression using magnetic separation. Top panels: Cells are gated for TCR+ expression. 
The percentage of CD1d tetramer negative cells is shown. Bottom panels: The histograms 
show the level of CD5 expression on B220+ (shaded), CD4+ (dotted) and DN (solid) T 
cells. Representative of at least three experiments. B) Proportion of DN T cells (B220
-
 
CD4
-
 CD8
-
 CD1d-tetramer
-
 TCR+ CD5low) in the spleen and lymph nodes of non-
transgenic B10.Br and NOD mice. Student’s T test. * p< 0.05, ** p < 0.01 
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Figure 8: DN T cells are sufficient to restore diabetes resistance. A) Diabetes incidence 
and B) HEL-specific antibody serum levels of IgM and C) IgG are shown for TCR:insHEL 
BALB.K CD47
-/-
 mice injected (n = 9) or not (n = 14) with DN T cells. * p < 0.05. 
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Table 1: Absolute numbers of CD4 1G12+ and CD8 1G12+ cells found in TCR transgenic 
CD47-sufficient and -deficient BALB.K mice. Data represents mean ±SD n ≥ 5 
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Table 2: Total cellularity and absolute numbers of DN T cells found in TCR transgenic 
B10.Br, NOD.H2
k
 and CD47-sufficient and -deficient BALB.K mice. Data represents mean 
± SD n ≥ 4 
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Table 3: Description of diabetes incidence cohorts injected either with sorted DN T cells or 
with CD4 T cells. 
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CHAPITRE 3: ARTICLE 2 
 
3.1 Idd13 is involved in defining immunoregulatory DN T cell number. 
 
Véronique Dugas, Adrian Liston, Claudine Beauchamp, Geneviève Chabot-Roy, 
Adam-Nicolas Pelletier, Sylvie Lesage. 
 
Cet article est prêt pour soumission dans le journal Genes and Immunity. 
 
Ma contribution à cet article est majeure. J’ai participé à l’élaboration du design 
expérimental avec S. Lesage. C. Beauchamp et S. Lesage ont évalué la proportion de 
cellules T DN retrouvées dans le thymus des animaux transgéniques. A. Liston a effectué 
l’analyse du phénotype des souris maintenues en Australie. J’ai effectué les analyses liées à 
la proportion périphérique de lymphocytes T DN chez toutes les lignées de souris 
transgéniques maintenues à l’Hôpital Maisonneuve-Rosemont. J’ai mis au point et participé 
au phénotypage des souris non-transgéniques à l’aide de G. Chabot-Roy. J’ai effectué les 
expérimentations nécessitant la création d’animaux chimériques. A.-N. Pelletier a participé 
au génotypage des souris et a effectué les analyses statistiques. J’ai participé à la 
préparation des figures à l’aide de S. Lesage. J’ai rédigé la première version du manuscrit et 
incorporé les suggestions suggérées par S. Lesage. J’évalue ma participation à 65%. 
 
Cet article s’inscrit bien dans le contexte de mon projet de doctorat puisqu’il démontre la 
contribution du locus de prédisposition au diabète auto-immun Idd13 dans la régulation des 
lymphocytes T DN. De plus, les résultats présentés permettent d’exclure un rôle majeur 
dans le contrôle de cette population de cellules pour 2 gènes candidats liés au 
développement de l’auto-immunité. Finalement, cet article propose la contribution de 
polymorphismes au niveau du gène Sirp dans la régulation des lymphocytes T DN. 
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3.2 Abstract 
 
 Immunoregulatory T cells have been identified as key modulators of peripheral 
tolerance, playing a crucial role in autoimmune diabetes protection. In addition, genetic loci 
contributing towards defining the effectiveness and proportion of regulatory cells coincide 
with autoimmune disease predisposition factors. We have recently shown that a rare T cell 
subset, namely DN T cells, is able to confer protection from Type 1 Diabetes (T1D) 
progression. Moreover, we demonstrated that autoimmune-prone NOD mice exhibit a low 
proportion and absolute number of DN T cells. The objective of this study is to investigate 
the immunogenetic regulation of DN T cell proportion in relation with their association to 
T1D. We demonstrate that major Idd loci known to affect Treg function, including Idd3, 
Idd5 and Idd9, do not regulate DN T cells. However, NOD mice congenic for the Idd13 
locus show a partial restoration of DN T cell proportion. Moreover, we provide evidence to 
suggest that two prime candidate genes encoded within the Idd13 interval, bim and 2m, 
are not involved in the control of DN T cell numbers. Together with our previous results 
demonstrating the contribution of the CD47-Sirp pathway in DN T cell number 
regulation, our current findings suggest the contribution of Sirp as a non-autonomous 
candidate gene within the Idd13 predisposition locus that controls DN T cell number.  
 
Keywords: Idd13, transgenic mice, Double Negative T cells 
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3.3 Introduction 
 
Type 1 diabetes is an autoimmune disease underlying a complex genetic trait, both in 
humans and in mice. The NOD mouse has revealed itself a helpful model for the study of 
genetic factors underlying autoimmune diabetes predisposition [1]. To date, more than 20 
Idd (Insulin dependent diabetes) loci have been identified in NOD mice 
(www.T1Dbase.org), and some of them have been confirmed to directly impact on human’s 
diabetes susceptibility [2].  
 
Specific Idd loci have been found to impact on regulatory T cells activity. Indeed, the Idd3-
related IL-2 deficiency observed in NOD mice alters the recruitment and function of 
regulatory CD4+ Foxp3+ T cells [3]. Also, the diabetes-resistant NOD mice congenic for 
the protective allele of Idd9.1 show an improved suppressive function of this 
immunoregulatory cell subset [4]. Moreover, the NOD CTLA-4 variant situated within the 
Idd5.1 susceptibility region has been associated to an altered ability to downregulate the T 
lymphocyte response, perhaps via inhibitory effects on regulatory T cell maintenance and 
activity [5-7]. Clearly, the genetic control of regulatory T cells is associated with 
autoimmune diabetes predisposition. 
 
Recently, several different regulatory T cell subsets have been identified and associated 
with autoimmune diseases susceptibility, including NKT cells [8], IL-10 producing Tr1 and 
CD8+ suppressor T cells [9, 10]. We and others have demonstrated that a rare CD4-CD8- 
(DN) T cell population was implicated in autoimmune diabetes resistance [11-13]. Indeed, 
L. Zhang’s group has demonstrated that the transfer of an activated DN T cell clone is 
sufficient to delay diabetes incidence in a MHC-I restricted TCR transgenic model [11]. We 
have also recently shown that transgenic DN T cells can abrogate disease development in 
CD47
-/-
 BALB.K transgenic mice that are predisposed to diabetes [13]. Moreover, we 
demonstrated in different genetic strains that DN T cell proportion is inversely correlated 
with disease incidence. Finally, DN T cells from non-transgenic mice have also been 
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described for their ability to confer autoimmune diabetes resistance when transferred into a 
SCID recipient [12]. The regulatory activity of DN T cells has been proposed to occur 
through granzyme B/perforin degranulation [14-16], FAS-FAS ligand interactions [17] or 
trogocytosis [18], depending on the model system. Nevertheless, our previous results 
suggest that DN T cell function remains unaltered in diabetes-susceptible NOD mice when 
compared to diabetes resistant B10.Br animals, pinpointing a drastic biological relevance 
for the number of these DN T cells [13, 15].  
 
NOD Idd congenic mice have allowed the validation of several defects in T cell processes 
[4, 19-21]. Since number of DN T cell is associated with autoimmune diabetes 
predisposition, analysis of mice congenic for Idd loci could help reveal genetic factors 
contributing to the control of this rare T cell population. To assess this possibility, we took 
advantage of a TCR transgenic model which amplifies strain-related differences in T cell 
number [13], and evaluated the proportion of this T cell subset in different transgenic NOD 
Idd congenic animals. These mice, which express the 3A9 TCR transgene and bear the non-
predisposing MHC allele H2
k
, also present insertion of B6 origin for loci known to regulate 
T cell selection and CD4+ Foxp3+ Tregs population. We demonstrate that NOD.NOR-
Idd13, but not NOD-Idd3, -3/5, -5 and -9 transgenic mice, show a partially rescued DN T 
cell number. Moreover, we find that the proportion of this T regulatory cell subset is also 
increased in non-transgenic NOD.NOR-Idd13 mice. Finally, we show that two of the Idd13 
candidate genes, 2m and bim, are not associated with the control of this regulatory T cell 
population, arguing in favor of a role for Sirp as an important mediator of DN T cell 
proportion in that interval. 
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3.4 Results 
 
DN T cell proportion is not increased in various congenic mice resistant to diabetes. 
We have previously demonstrated that genes outside the MHC locus are responsible for 
autoimmune diabetes susceptibility in the TCR:insHEL model since female transgenic 
B10.Br mice are highly resistant to the disease while the diabetes incidence reaches more 
than 80% in NOD.H2
k
 transgenic animals [22]. This antigen-specific mouse model has also 
allowed the study of a double negative (CD4-CD8-, DN) regulatory T cell population, for 
which we demonstrated that the proportion is associated with prevention of autoimmunity 
[13]. However, the immunogenetic regulation of this lymphocyte subset remains unclear.  
 
Up to now, more than 20 insulin-dependent diabetes (Idd) loci have been shown to confer 
resistance to autoimmune diabetes in NOD mice [23]. More specifically, the preventive 
effect of the Idd3, Idd5 and Idd9 regions on insulitis and/or diabetes has been associated 
with the control of regulatory T cell function or number [24, 25]. To examine the 
contribution of these loci on the proportion of DN T cells, NOD-Idd3/5 and NOD-Idd9 
congenic mice were bred to 3A9 TCR NOD.H2
k
 mice. Our breeding approach allowed us 
to segregate the Idd3 and Idd5 congenic loci to create 4 congenic strains: TCR transgenic 
NOD.H2
k
-Idd3, -Idd5, -Idd3/5 and -Idd9. The spleens from these mice were analyzed for 
the proportion of DN T cells. Surprisingly, none of these Idd-resistance loci influenced the 
proportion of DN T cells (Figure 1a). 
 
Yet another locus sufficient in itself to decrease the incidence of diabetes in NOD mice is 
the Idd13 locus from C57BL/6 mice [20]. Interestingly, the NOD Idd13 region provides 
diabetes-susceptibility through a T-cell mediated manner, by enhancing the severity of the 
beta cell destruction within the islets, thus making it a good candidate for the regulation of 
DN T cell numbers [26]. In order to evaluate the contribution of Idd13 towards defining 
DN T cell number, we bred NOD.NOR-Idd13 mice, wherein the Idd13 interval is of B6 
origin, to TCR transgenic NOD.H2
k
 animals [27]. TCR transgenic NOD.H2
k
-Idd13 
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congenic mice showed a moderate increase in the proportion of DN T cells in the spleen 
(Figure 1b). In addition, the proportion and absolute number of DN T cells was also 
increased in NOD.NOR-Idd13 non-transgenic animals in comparison to NOD mice (Figure 
1c,d) [13]. Indeed, we found that TCR+ CD4- CD8- CD19- cells, which do not stain for 
CD1d tetramer, can be distinguished from other T cell populations in non-transgenic 
animals (Supp. Figure 1). Taken together, these results demonstrate that genetic 
polymorphisms encoded within the Idd13 interval impact on the proportion of DN T cells. 
 
 
Thymic selection of DN T cells is unaltered in NOD mice 
The Idd13 region has been identified as a contributing locus in NOD susceptibility to 
autoimmune diabetes [27]. The locus is constituted with multiple potentially causative 
polymorphisms, clustered in at least two subloci, Idd13.1 and Idd13.2 [20]. Even though 
Idd13 contains a cluster of multiple apoptosis-associated genes with differential gene 
regulation in NOD mice, two candidate genes located in this region have been strongly 
associated with pathogenic T cell selection, bim and 2m [28]. Indeed, previous work on 
thymic differentiation processes has highlighted bim as a potential candidate gene within 
this interval [29, 30]. This Bcl-2 family member has been identified as a key pro-apoptotic 
mediator of thymic deletion [31], and has been shown to be inefficiently up-regulated in 
NOD mice, when compared to diabetes-resistant B10.Br or B6 animals [29, 30]. Thus, we 
evaluated the possibility that the NOD defect in the regulation of apoptosis-related genes 
such as could alter the thymic selection of DN T cells. Although autoreactive transgenic 
CD4 T cells are differentially selected in NOD vs B10.Br TCR:insHEL animals [29],  we 
found a similar proportion of mature DN T cells, which have downregulated the activation 
molecule CD24, in the thymus of both TCR transgenic strains suggesting that the 
proportion of DN T cells is under the control of peripheral elements (Figure 2a). In both 
genetic backgrounds, the proportion of thymic DN T cells is independent of ongoing 
negative selection processes as it was not influenced by the presence of HEL in 
TCR:insHEL double transgenic mice (Figure 2b). Moreover, since we evaluate DN T cell 
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proportion in TCR transgenic animals in absence of the agonistic peptide HEL, bim 
regulation should be similar for B10.Br and NOD.H2
k
 mice [29], and thus should not 
account for the difference observed between these strains. 
 
 
Another candidate gene found within the Idd13 locus is 2m, with a suggested association 
to diabetes-resistance and control for the proportion of NKT cells [20, 32, 33]. 2m is 
comprised within the Idd13 locus and is the prized candidate gene [32]. We thus evaluated 
the impact of 2m deletion on the proportion of DN T cells, by breeding TCR 3A9 
transgenic NOD.H2
k
 with NOD 2m-/- mice. DN T cells are not reduced in TCR transgenic 
NOD.H2
k
 2m-/- mice. Rather, we observe a slight increase in the proportion of DN T cells 
in the thymus, spleen, peripheral as well as pancreatic lymph nodes which is accounted for 
by the reduction in CD8 T cells (Figure 3a). Alternatively, we suspected that as the 2m 
deficiency was generated in CBA x C57 mice, genes closely linked to 2m remain of CBA 
x C57 origin even upon extensive backcrossing to the NOD background (N10). These 
genes of CBA x C57 origin may influence DN T cell number. To circumvent this issue, we 
evaluated DN T cell proportion in B10.Br TCR transgenic mice lacking 2m expression. 
Similarly to the observations made in NOD.H2
k
 mice, the results depicted in Figure 3b 
demonstrate that the loss of function of 2m does not impair DN T cell proportion in 
B10.Br TCR transgenic animals. Therefore, our results conclusively demonstrate that 
neither bim nor 2m regulate the proportion of DN T cells.  
 
DN T cell number is regulated by cell-extrinsic factors  
As mentioned above, the reduction in DN T cell number on the NOD background is not 
associated with the defect in negative selection. Rather it appears to originate from 
peripheral regulation mechanisms. Bone marrow chimeras were generated to investigate 
whether the proportion of DN T cells was regulated by cell-intrinsic or cell-extrinsic 
factors. TCR transgenic B10.Br and NOD.H2
k 
bone marrow were mixed at a 1:1 ratio into 
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non-transgenic F1 hosts (Figure 4a). Eight weeks following reconstitution, the contribution 
of B10.Br or NOD.H2
k
 bone marrow to the TCR transgenic DN T cell proportion was 
evaluated in spleen and lymph nodes. Figure 4b demonstrates that both B10.Br and 
NOD.H2
k
 contribute equally to the DN T cell subset. Therefore, the lower proportion of 
DN T cells observed in NOD mice is not attributable to a cell-intrinsic defect. Similar 
results are obtained when insHEL transgenic F1 hosts were used as recipients showing that 
the presence of self-antigen does not influence the proportion of DN T cells from either 
genetic background. 
 
Cell-extrinsic factors which influence the proportion of DN T cells may be of either 
hematopoietic or non-hematopoietic origin. Thus, we performed additional bone marrow 
chimeras to address which component modulates the proportion of DN T cells. Non-
transgenic or insHEL transgenic F1 recipients were lethally irradiated and reconstituted 
with TCR transgenic bone marrow of either B10.Br or NOD.H2
k
 background. The 
proportion of DN T cells is highest in F1 recipients reconstituted with TCR transgenic 
B10.Br bone marrow irrespective of the presence of HEL antigen (Figure 4c). Thus, the 
origin or composition of the bone marrow influences the proportion of DN T cells such that 
the presence of B10.Br hematopoietic cells correlates with a higher proportion of DN T 
cells. Interestingly, the B10.Br to NOD.H2
k
 1:1 bone marrow chimeras showed an 
intermediate level of DN T cell proportion, demonstrating that the extrinsic-factor is 
present in limited quantities. Together, these data suggest that DN T cell-extrinsic factors of 
hematopoietic origin contribute to the size of this regulatory T cell compartment.  
 
CD47-Sirp interactions control the proportion of DN T cells  
We recently demonstrated the contribution of CD47 to the regulation of DN T cell 
proportion, using CD47
-/-
 BALB.K TCR transgenic mice [13]. Ligation of CD47 to Sirp 
found at the cell surface of myeloid mononuclear phagocytes provides “don’t eat me” 
signals. Moreover, CD47 is involved in cell migration. Interestingly, Sirp is located at 
73.1 cM on chromosome 2, within the Idd13 locus, and shows extensive polymorphisms 
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between strains [34]. More importantly, NOD Sirp polymorphisms have been associated 
to defects in xenografts rejection [34]. Furthermore, Sirp is an interesting cell-extrinsic 
candidate gene as it is expressed on hematopoietic cells of myeloid origin and not on T 
cells [35]. Figure 5a demonstrates the Sirp is highly polymorphic between B6 (genetically 
related to B10) and NOD strains. To confirm the role of the CD47-Sirp pathway on DN T 
cell regulation in B10.Br mice, we generated 3A9 TCR CD47-deficient mice on B10.Br 
background. Again, a markedly reduced proportion of DN T cells was observed in the 
spleen and lymph nodes of transgenic CD47-deficient B10.Br mice (Figure 5b). Moreover, 
the proportion of DN T cells was significantly reduced in non-transgenic CD47-deficient 
B10.Br mice when compared to CD47 proficient controls (Figure 5c). Taken together, these 
results suggest Sirp as a prime candidate within the Idd13 that mediates differential 
regulation of DN T cell numbers between respectively diabetes-resistant and –prone strains 
B10.Br and NOD.H2
k
.  
 
 
  
 
100
3.5 Discussion 
 
We demonstrate that the Idd13 resistance allele partially restores the proportion of 
regulatory DN T cells in NOD TCR transgenic as well as non-transgenic congenic mice, 
thus providing a mechanism for the role of Idd13 in diabetes susceptibility. We previously 
demonstrated a role for DN T cells towards preventing diabetes progression [13]. Our 
results now suggest that the protection conferred by DN T cells is regulated at least in part 
by the Idd13 locus. The role of Idd13 has been associated with the severity of the 
inflammation within the islets, as well as their infiltration and destruction by autoreactive T 
cells. Accordingly, we have previously demonstrated that TCR:insHEL NOD.H2
k
 
infiltrated islets form large germinal centers, while no tertiary lymphoid organ structures 
formation were found in TCR:insHEL mice on the B10.Br genetic background [22]. Since 
we also demonstrated that DN T cells exert an antigen-specific cytotoxic activity towards 
activated B lymphocytes [13, 15], it is tempting to suggest that a role for the Idd13 locus is 
to maintain a high number of regulatory DN T, which consequently eliminate activated B 
cells, limiting self-antigen presentation within the pancreatic islets. 
 
The Idd13 interval is constituted of at least two distinct regions, Idd13.1 and Idd13.2, and 
encodes for several candidate genes implicated in the negative selection of autoreactive T 
cells. Pro-apoptotic mediators such as bim have been proven to represent key effectors in 
the deletion of potentially harmful T cells [29]. Moreover, the Mer tyrosine kinase (MerTK) 
encoding gene, also situated within the Idd13 interval, has recently been proposed to 
participate in autoimmune pathogenesis through the negative regulation of antigen-
presenting in the thymus [36].  However, the lower DN T cell number in NOD.H2
k
 relative 
to B10.Br is observed in single TCR transgenic mice, i.e. in absence of cognate antigen, 
where negative selection is unlikely to contribute to the difference in phenotype between 
the two strains. Moreover, our results show that thymic selection of DN T cells is not 
defective in the NOD TCR:insHEL mice when compared to B10.Br, since the proportion of 
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mature CD4-CD8- TCR+ DN T cells is similar in the presence or the absence of the antigen 
in both strains. These results suggest that peripheral factors are responsible for the reduced 
proportion of DN T cells in secondary lymphoid organs in the NOD background. Another 
prized candidate for diabetes susceptibility within the Idd13 interval is 2m [32]. We thus 
evaluated the impact of 2m deletion on the proportion of DN T cells, expecting that 2m 
deletion would reduce the proportion of DN T cells. However, DN T cells are not reduced 
in TCR transgenic NOD.H2
k
 2m-/- mice. Rather, we observe a slight increase in the 
proportion of DN T cells (Figure 3a). Moreover, a similar augmentation in DN T cell 
proportion is observed in B10.Br mice deficient for 2m expression. This is most likely due 
to the disappearance of CD8+ T lymphocytes in absence of class I MHC molecules and 
rules out the possibility that DN T cells could be selected following TCR-MHC class I 
interactions. 
 
As demonstrated in figure 4, bone marrow chimera experiments reveal that hematopoietic 
factors are responsible for defining the size of the DN T cell niche. To that effect Sirp is 
an interesting candidate gene within the Idd13 interval as it is not expressed on T cells. 
Indeed, the genetic cluster containing the human ortholog of Sirp has recently been 
associated to autoimmune diabetes [37]. Moreover, in mice, Sirp-CD47 interactions have 
been shown to participate to immune tolerance regulation. For instance, animals lacking the 
intracytoplamic domain of Sirp become resistant to EAE induction following injection 
with the MOG peptide. However, we and others have demonstrated a protective role for 
Sirp-CD47 interactions, where NOD CD47-/- mice develop fatal autoimmune hemolytic 
anemia with age [38], and BALB.K CD47
-/-
 as well as B10.Br CD47
-/-
 mice show a reduced 
regulatory DN T cell proportion [13]. CD47
-/-
 BALB.K TCR:insHEL transgenic mice 
present an increased susceptibility to autoimmune diabetes. It is important to mention that 
CD47, which is located on chromosome 16 in mice, is highly conserved between strains 
and species, and could thus not account for genetic variation impacting on the quality of its 
interaction with Sirp. 
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Introduction of Idd13 of B10 origin in TCR NOD.H2
k
 mice and non-transgenic NOD 
animals only partially restores DN T cell numbers relative to B10.Br TCR and non-
transgenic, respectively. We recently demonstrated that DN T cells from TCR NOD.H2
k 
mice produce more IL-10 than their TCR B10.Br counterpart [15]. In in vitro culture, IL-10 
secreted by DN T cells increased their apoptosis. It is possible that polymorphisms 
affecting the production of IL-10 or the expression of the IL-10R could affect the survival 
and maintenance of the DN T cell population, and such avenue are currently under 
investigation. Clearly, the regulation of regulatory DN T cells is most likely to be 
multigenic. The identification of other loci is under current investigation, however we 
demonstrated that Idd3, Idd5 and Idd9 diabetes susceptibility loci are not involved in DN T 
cell number regulation. 
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3.6 Material and methods 
 
Mice 
3A9 TCR and insHEL (ILK-3) transgenic mice on B10.Br and NOD.H2
k
 background have 
been previously described. TCR NOD mice congenic for Idd3/5, Idd9 (Taconic line 6109 
and 905, gift from L.S. Wicker) and Idd13 (gift from A. Baxter), were mated to TCR 
NOD.H2
k
 mice. All Idd congenic mice were maintained at the Mouse Genome Center, 
Australia and genotyped for D3nds36 (Idd3), D1Mit74 and D1Mit132 (Idd5), D4Mit76 and 
D4Mit180 (Idd9) and D2Mit164 and D2Mit490 (Idd13). The genetic boundaries can be 
found on the Taconic website (http://www.taconic.com/wmspage.cfm?parm1=1437). 
Experiments involving TCR Idd congenic mice and their appropriate controls were 
performed at the Mouse Genome Center, Australia. B10.Br, NOD (purchased from Jackson 
Labs) and NOD.NOR.Idd13 (gift from D.V. Serreze) non-transgenic mice were maintained 
at the Maisonneuve-Rosemont Hospital. NOD 2m-/- (gift from D.C. Roy, originally from 
Jackson Labs) and B6 2m-/- mice (purchased from Jackson Labs) were mated to TCR 
NOD.H2
k 
and B10.Br animals, respectively. BALB/c CD47
-/-
 (gift from P.A. Oldenborg) 
mice were backcrossed for 10 generations to B10.Br and intercrossed to TCR B10.Br mice 
to generate TCR B10.Br CD47
-/-
 mice. For chimeras, recipient mice were irradiated with 
11Gy and reconstituted with 2 x 10
6
 bone marrow cells. Mice were analysed 8 weeks post-
reconstitution. The HMR ethics committee overseen by the Canadian Council for Animal 
Protection approved all experimental procedures. 
 
Flow cytometry  
6–12-wk old nondiabetic mice (Diastix negative) were analyzed. All lymphoid organs were 
passed through a sterile cell strainer. Anti-clonotypic 1G12 antibody [39] was used as a 
culture supernatant and detected using APC-labelled X56 from BD. All other antibodies 
were purchased from Biolegend. CD1d-tetramer is a generous gift from Dr. David Serreze. 
Data was collected on a FACSCalibur (BD Biosciences) and analyzed with CellQuest Pro 
(BD) or FlowJo software (Treestar). 
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Statistics 
P values are obtained by a Mann-Whitney U test. 
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3.9 Figures 
 
Figure 1: The Idd13 locus influences DN T cell number. The proportion of splenic CD4- 
CD8- 1G12+ (TCR 3A9 clonotype) DN T cells from various strains of mice is compared to 
that of TCR B10.Br and TCR NOD.H2
k
 mice: A) TCR NOD.H2
k
 mice made congenic for 
various Idd loci (the mean and SD of at least four mice per group is shown), B) TCR 
NOD.H2
k
 mice congenic for the B10 Idd13 locus (each dot represents one mouse). C) 
Absolute numbers and D) proportion of non-transgenic DN T cells in NOD and 
NOD.NOR-Idd13 mice. N ≥4 * p< 0.05 
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Figure 2: DN T cells are not subject to negative selection. Thymocytes were stained for 
CD4, CD8, CD24 and 1G12 expression. A) The top contour plots show CD4 and CD8 
thymic profiles. The lower contour plots show the percentage of 1G12+ gated on CD4
-
CD8
-
 and demonstrate that all the 1G12+ cells express low levels of CD24 (mature 
phenotype). The data is representative of three independent experiments. B) Histogram 
shows mean ± SD for the percentage of 1G12+ thymocytes gated on CD4
-
CD8
-
 subset.  
The mean and SD of at least three mice per group is shown. 
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Figure 3: 2m is not involved in defining DN T cell number. The 1G12 histograms shown 
are gated on CD4- and CD8- cells. The total proportion of DN T cells is examined in all 
lymphoid organs of TCR 2m-/- A) NOD.H2k and B) B10.Br mice. The data is 
representative of three independent experiments. Proportion of DN T cells found in TCR C) 
NOD.H2
k
 and D) B10.Br mice deficient or not for 2m expression (each dot represents one 
mouse) N ≥4. 
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Figure 4: Hematopoietic but DN T cell-extrinsic regulation of DN T cell number. A) Bone 
marrow cells from B10.Br TCR (CD45.2) and NOD.H2
k
 TCR (CD45.1) mice were injected 
at 1:1 ratio into lethally irradiated non-transgenic or insHEL F1 recipients (CD45.1 and 
CD45.2). B) 8 weeks post reconstitution lymph nodes from the recipients were analyzed for 
the contribution of B10.Br and NOD.H2
k
 bone marrow to the DN T cell subset. Each dot 
represents data from one mouse. N ≥6. C) Bone marrow from TCR B10.Br, TCR NOD.H2k 
or a 1:1 mixture of both was used to reconstitute non-transgenic or insHEL. The percentage 
of DN T cells was evaluated in the lymph nodes of recipient mice 8 weeks post-
reconstitution The mean and SD of at least three mice per group is shown. 
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Figure 5: Sirp-CD47 interactions influence DN T cell number. A) Representation of the 
polymorphisms in Sirp for three different genetic strains of mice; NOD, B6 and BALB/c. 
B) The proportion of DN T cells from the spleen and lymph nodes of TCR B10.Br mice 
sufficient or deficient for CD47 is compared to TCR NOD.H2
k
 animals. C) The proportion 
of DN T cells is determined by gating on CD4- CD8- B220- CD1d tetramer-, followed by 
gating on TCR+cells. Total proportion is represented in B10.Br CD47-deficient or 
sufficient non-transgenic mice. Representative of at least three mice. 
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Supplementary figure 1: Gating strategy for non-transgenic DN T cell identification. The 
identification of DN T cells in the spleen or lymph nodes is made possible by gating on the 
live population (A), then on cells that do not stain for CD1d-tetramer and that lack 
expression of CD4, CD8, and CD19 (B). Expression of TCR on these non-B and non-
conventional T lymphocytes allows for the discrimination of the peripheral DN T cell 
population. 
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CHAPITRE 4: ARTICLE 3 
 
4.1 Genetic association of regulatory DN T cell niche. 
 
Véronique Dugas, Geneviève Chabot-Roy, Adam-Nicolas Pelletier, Sylvie Lesage. 
 
Cet article est prêt pour soumission dans le Journal of Autoimmunity. 
 
Ma contribution à cet article est majeure. J’ai participé au design des expérimentations avec 
S. Lesage. J’ai effectué l’analyse phénotypique des souris F2, puis j’ai généré et génotypé 
les différentes lignées de souris congéniques. J’ai participé à l’analyse du phénotype des 
souris congéniques, à l’aide de G. Chabot-Roy. A.-N. Pelletier a effectué les analyses 
statistiques. J’ai effectué la mise en forme des figures, rédigé la première version du 
manuscrit et incorporé les suggestions suggérées par S. Lesage. J’évalue ma participation à  
90%. 
 
Cet article est pertinent dans le contexte de ma thèse de doctorat puisqu’il met en évidence 
la contribution d’un locus génétique associé à la régulation de la proportion des 
lymphocytes T DN. Puisque la restauration du nombre de ces cellules constitue une avenue 
envisagée afin de prévenir l’auto-immunité, la découverte des facteurs génétiques associés 
au contrôle des lymphocytes T DN est primordiale. 
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4.2 Abstract 
 
Several regulatory T lymphocytes subsets limit auto-destructive immune responses. Among 
these populations, double negative (DN) T cells have been highlighted as crucial mediators 
implicated in the prevention of autoimmunity and allograft rejection. We have already 
identified the CD47-Sirp pathway as an important actor implicated in the maintenance of 
the regulatory DN T lymphocytes, however other genetic factors involved in the control of 
this cell population remain to be defined. In this study, we perform a genome wide linkage 
analysis and determine that the regulation of DN T cell proportion is defined, at least in 
part, by a genetic locus on proximal chromosome 12. Moreover, we show that epistasic 
interactions between genes within the Idd13 locus and the region on chromosome 12 
greatly modulate DN T cell numbers. Taken together, these results identify genetic 
determinants implicated in the regulation of DN T cell proportion and we present a 
mechanism to explain how these loci may impact on autoimmune pathogenicity.  
 
 
Keywords : 
T cells, transgenic mice, Idd13, chromosome 12, autoimmunity 
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4.3 Introduction 
 
Autoimmunity results from a break in immune tolerance that leads to the destruction of 
healthy organs, glands, joints or the central nervous system. The triggers that cause T or B 
lymphocytes to aberrantly recognize and mount an immune response against self-antigens 
remain to be fully elucidated. However, a prominent role in the prevention of autoimmunity 
has been attributed to the number and function of regulatory cell subsets. Indeed, several 
populations belonging to the T cell or B cell compartment carry the ability to inhibit 
inadequate immune response and promote peripheral tolerance, namely Tr1, CD8+ and 
Foxp3+ regulatory T cells [1-7], as well as B10 regulatory B cells [8-10]. The mechanisms 
through which these lymphocytes suppress the activation of the immune response generally 
rely on anti-inflammatory cytokine production, cell-contact interactions or stimulation 
factor deprivation [11-13], and can be mediated in an antigen-specific fashion and/or lead 
to bystander response suppression.  
 
Recently, we and others have characterized a subset of regulatory T cells that lack the 
expression of CD4 and CD8 co-receptors (double negative, DN) [14-18]. This rare 
population comprises approximately 1% of total lymphocytes in humans and mice [16, 18]. 
However a more sizeable proportion of DN T cells is found in multiple TCR transgenic 
mouse models that promote the differentiation of DN T cells [14, 19-21]. These regulatory 
T cells have been shown to promote allo- and xeno-graft tolerance [16, 22], limit incidence 
of GVHD [23], exert cytotoxic activity towards tumor cells [24] as well as to provide 
resistance to autoimmune diabetes development in different animal models [14, 25, 26]. 
More specifically, we demonstrated that a single transfer of DN T cells is sufficient to 
lower the level of circulating autoreactive IgG antibody and to abrogate evolution towards 
diabetes in transgenic mice genetically susceptible to the disease. Furthermore, using in 
vitro experiments, we have shown that transgenic DN T cells can be expanded and 
efficiently eliminate activated B cells in an antigen-specific fashion [27]. Therefore, this 
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immunoregulatory T cell population that is also found in humans is of great and may yield 
the development of novel antigen-specific therapeutic approaches. 
 
Taking advantage of BALB.K mice bearing the 3A9 TCR transgene that recognizes the 46-
61 portion of HEL peptide [28], we demonstrated that the CD47 pathway contributed 
towards defining the size of the DN T cell niche. In addition, we have shown that 
autoimmune susceptible 3A9 TCR NOD.H2
k 
mice exhibit a low proportion of DN T cells 
relative to both 3A9 TCR B10.Br and 3A9 TCR BALB.K mice. More recently, we have 
shown that the proportion of DN T cells was only partially restored in 3A9 TCR NOD.H2k-
Idd13 congenic mice, as well as in non-transgenic NOD-Idd13 mice. These findings 
prompted us to further investigate the genetic regulation of DN T cells. 
 
As mentioned above, autoimmune-prone 3A9 TCR NOD.H2
k
 mice exhibit a low proportion 
of DN T cells relative to that of 3A9 TCR transgenic B10.Br mice [14]. We confirmed that 
this difference was not an artifact of TCR transgene insertion, as the difference in DN T 
cell proportion was also observed in non-transgenic NOD and B10.Br mice [14]. Here, we 
investigate the genetic determinants responsible for defining the DN T cell proportion. We 
performed a linkage analysis of the proportion of DN T cells in the F2 generation of the 
(B10.Br x NOD.H2
k
) TCR transgenic cross. A significant LOD score was obtained on 
chromosome 12 (Ch12). Interestingly, this genetic interval coincides with a locus identified 
for its contribution to auto-antibody levels in lupus-prone animals [29]. Moreover, we 
generated NOD.H2
k
 mice congenic for the Ch12 interval. Using this congenic mouse, we 
validated the role of the Ch12 interval in the regulation of DN T cell number. Furthermore, 
we generated two congenic sublines which significantly reduce the list of potential 
candidate genes involved in defining the proportion of DN T cells. Finally, our data lends 
support to the hypothesis that both the Idd13 and the Ch12 locus interact positively in 
defining the proportion of DN T cells. Taken together, these results demonstrate that at 
least two genetic factors are responsible for the proportion of regulatory DN T cells. 
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4.4 Material and methods 
 
4.4.1 Mice 
3A9 TCR transgenic mice on B10.Br and NOD.H2
k
 backgrounds have been previously 
described [30, 31]. TCR transgenic B10.Br, NOD.H2
k
, F1 (B10.Br x NOD.H2
k
), F2 (F1 X 
F1) and chromosome 12 NOD congenic mice were maintained at Maisonneuve-Rosemont 
Hospital housing facility. Congenic mice were genotyped for chromosome 12 alleles using 
the following MIT markers: D12Mit170 and D12Mit184, where Ch12L mice possess the 
B10.Br alleles for both markers, Ch12P mice possess the B10.Br allele only for D12Mit170 
marker and Ch12D animals possess only the B10.Br allele for D12Mit184 marker. All 
congenic mice showed homozygocity for NOD parental allele at the distal marker 
D12Mit185. No marker proximal to D12Mit170 has been used to discriminate between 
both parental strains. 8 to 12 week-old mice were used for phenotypic analyses. The 
Maisonneuve-Rosemont Hospital ethics committee overseen by the Canadian Council for 
Animal Protection approved all experimental procedures. 
 
4.4.2 Flow cytometry 
Spleen and lymph nodes were passed through a cell strainer. Anti-clonotypic 1G12 
antibody recognizing the expression of the 3A9 TCR [32] was used as a culture supernatant 
and detected using APC-labelled X56 from BD. All other antibodies were purchased from 
Biolegend. Data was collected on a FACSCalibur (BD Biosciences) and all data was 
analyzed with FlowJo software (Treestar). 
 
4.4.3 Linkage analysis 
Genomic DNA was isolated from the tails of F2 male and female mice by using the 
DNeasy Blood & Tissue Kit from Qiagen and single nucleotide polymorphisms were 
determined using the Illumina Mouse Low Density Linkage panel serviced through The 
Centre for Applied Genomics at The Hospital for Sick Children, Ontario, Canada. The 
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LOD score was obtained through a single QTL model using the library R/qtl of R software 
(ver 2.6.2). No impact of gender was observed.  
 
4.4.4 Statistics 
Mann-Whitney U test was performed where appropriate unless otherwise specified. 
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4.5 Results 
 
4.5.1 Proportion of DN T cell is attributable to genetic background 
We have demonstrated that the proportion and absolute number of CD4 and CD8 T cells is 
comparable in both 3A9 TCR B10.Br and 3A9 TCR NOD.H2
k
 transgenic mice, and thus 
are not influenced by the genetic background [14]. However, we noticed a sizeable 
proportion of regulatory 1G12+ (anti-TCR 3A9 clonotypic antibody) TCRb+ CD4- CD8- 
(Double Negative, DN) T cells in the secondary lymphoid organs of TCR B10.Br animals, 
which is significantly reduced in the NOD.H2
k
 strain (Figure 1A) [14]. Clearly, the 
regulation of this cell subset is due to genetic components that are different between these 
two strains of mice. Moreover, F1 progeny from a TCR (B10.Br x NOD.H2
k
) cross present 
an intermediate proportion of DN T cells, arguing that the gene(s) responsible(s) for 
defining the size of the DN T cell niche exert a co-dominant effect overall (Figure 1A). 
 
To examine the genetic regulation of DN T cell proportion, we generated a TCR (B10.Br x 
NOD.H2
k
) F2 cohort. The analysis of the proportion of DN T cells (CD4-, CD8-, 1G12+) 
in the lymphoid organs of the 96 F2 mice revealed a normal distribution of the proportion, 
as tested by the Kolmogorov-Smirnov non-parametric hypothesis (Figure 1B). The broad 
distribution suggests that the trait is multigenic. 
 
4.5.2 Regulation of DN T cell proportion by proximal region on chromosome 12 
The results observed in the F2 cohort demonstrate that most mice present an intermediate 
proportion of DN T cells relative to the parental strains, and that several genetic regions are 
implicated the regulation of this T cell population. In order to assess which loci are 
associated with the phenotype, we performed a genome wide scan on the DNA of the F2 
mice. The Illumina low density platform presents 173 informative single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) that differ between TCR B10.Br and NOD.H2
k
 mice, and therefore 
that could be used to characterize the genome of the F2 progeny. A linkage analysis of the 
DN T cell proportion in the spleen revealed a significant LOD score on Ch12 (Figure 2A). 
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In addition, analysis of the same genetic markers in the lymph nodes shows a suggestive 
linkage (Figure 2A). The genetic marker that shows the strongest association to the DN T 
cell phenotype is rs3718992, which is located at 12 Mbp on the proximal region of 
chromosome 12. We then segregated the F2 mice according to their genotype for the 
rs3718992 genetic marker. Mice that are heterozygous or homozygous NOD for the 
rs3718992 SNP show a similar proportion of DN T cells, suggesting that the NOD allele 
has a dominant effect on the phenotype (Figure 2B).  
 
4.5.3 NOD congenic mice show a partially restored proportion of DN T cells 
To confirm the impact of chromosome 12 on the proportion of DN T cells we generated 
TCR congenic mice carrying B10.Br derived interval for the region of interest on a 
NOD.H2
k 
background, using the following Mit markers to select the animals (referred to as 
Ch12L (long)): D12Mit170 and D12Mit184. Through extensive backcrossing, we 
generated two congenic sublines (Ch12P (proximal) and Ch12D (distal)). These three 
congenic strains were bred for at least 7 generations on the NOD.H2
k
 parental background 
(Figure 3). The purity of the genome was assessed after 6 generations using the Illumina 
medium density platform and we confirmed that more than 99% of the genome was of 
NOD.H2
k
 origin. To compensate for any residual genetic material from the B10.Br parental 
strain, the congenic mice were always compared to control littermates homozygous for 
NOD.H2
k
 allele in the chromosome 12 region. 
 
We assessed the proportion of DN T cells in the spleen and lymph nodes of the congenic 
Ch12L, Ch12D and Ch12P NOD strains, as well as NOD.H2
k
 littermate controls. As 
depicted in figure 4, the proportion of DN T cells is significantly increased in the lymph 
nodes of Ch12L and Ch12D congenic strains when compared to NOD.H2
k
 mice. A similar 
tendency is also observed in the spleen of these animals. It should be noted that as the 
proportion of DN T cells is higher in the lymph node relative to the spleen, the sensitivity 
in detecting variations in proportions is highest in the former. Nevertheless, the proportion 
of DN T cells observed in TCR Ch12P animals was not increased when compared to 
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control NOD.H2
k
 littermates, in both the spleen and lymph nodes. Taken together, these 
results confirm that the Ch12 interval contributes towards increasing the DN T cell 
proportion. Moreover, as both Ch12L and Ch12D TCR NOD.H2
k
 congenic mice exhibit a 
higher proportion of DN T cells the genetic polymorphisms defining the size of the DN T 
cell niche are included between 15 and 31 Mbp. 
 
4.5.4 Regions on chromosomes 2 and 12 interact to modulate DN T cell proportion 
Our previous results have demonstrated that, on a BALB.K background, CD47-Sirp 
interactions are essentials to maintain a high proportion of DN T cells in TCR transgenic 
mice [14]. We propose Sirp as a candidate for regulating DN T cells, as its expression has 
been associated to autoimmunity susceptibility [33-35], it is located within the Idd13 locus, 
an autoimmune diabetes predisposition region [36]. Interestingly, a moderate hit on 
chromosome 2 within the Idd13 locus stands for a possible association of this region with 
the proportion of DN T cells in the lymph nodes (Figure 2A). The proportion of DN T cells 
in F2 mice according to their genotype on chromosome 2 is depicted in Figure 5B. Even 
though a statistical difference between groups could but be achieved because of the results 
variability, a tendancy for a high DN T cell proportion in mice harboring at least one 
B10.Br allele is clearly observed. Moreover, a two-dimension plot of the genome wide 
linkage suggest several epistatic interactions, including those between the regions found on 
distal chromosome 2 (Idd13) and proximal chromosome 12 (Figure 5A). We thus examined 
the relative contribution of both of these regions on DN T cell proportion in F2 mice 
(Figure 5C). Interestingly, mice that are homozygous for B10 alleles at both loci exhibit a 
proportion similar to what is found in TCR B10.Br animals. These results confirm that 
genetic elements included in both the Ch12 and the Idd13 loci synergize to define the 
proportion of DN T cells. 
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4.6 Discussion 
 
Regulatory DN T lymphocytes have been associated with the prevention of aberrant 
immune responses in several mouse models of allograft [16, 22], xenograft [37], graft 
versus host disease (GVHD) [23] and autoimmune diabetes [14, 25, 26]. Their presence in 
human has also been related to immune tolerance [38]. However, little is known about the 
genetic regulation of these lymphocytes. Using a transgenic gene-deficient model of 
autoimmunity, we previously demonstrated that CD47-Sirp interactions are essential to 
maintain i) immune tolerance, and ii) the population of DN T cells [14]. However, the 
proportion of DN T cells was only partially restored in 3A9 TCR NOD.H2
k
-Idd13 congenic 
mice (to be submitted). suggesting that additional genetic loci contribute towards defining 
the size of the DN T cell niche. Indeed, the results of our linkage analysis highlight the 
contribution of a locus situated on proximal chromosome 12.  
 
Interestingly, others have shown an impact of a proximal locus on chromosome 12 that 
controls autoimmunity. Indeed, this Ch12 locus has previously been associated with 
autoantibodies in a (NZB x BALB/c) F2 cohort created to identify lupus susceptibility 
determinants and was named Nbwa1 [29, 39]. More specifically, the NZB alleles have been 
shown to impact the levels of anti-chromatin, anti-ssDNA, anti-dsDNA and anti-
erythrocytes antibodies, as well as total serum IgG levels and glomerulonephritis intensity. 
In agreement with these findings, we have previously demonstrated that transgenic DN T 
cells specifically eliminate B cells that present the cognate antigen HEL, and that a single 
transfer of these regulatory T lymphocytes is sufficient to significantly reduced the level of 
serum anti-HEL IgG auto-antibodies [14, 15]. The mechanism through which auto-antibody 
levels are affected in the mouse model of lupus is yet unclear. However, it would be 
tempting to suggest that DN T cell proportion could be low in the mice that present a high 
level of anti-self antibodies along with clinical signs of autoimmunity. 
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TCR Ch12L and Ch12D congenic mice show partial restoration of DN T cell proportion. 
The Ch12D congenic subline is derived from a recombination which occurred during the 
backcross of Ch12L on a NOD.H2
k
 background. Therefore, the gene(s) involved in the 
regulation of DN T cells is/are encoded between 15 and 31 Mbp on proximal chromosome 
12. Still, several genes are encoded within this genetic locus. Expression arrays may help 
reveal variations in gene expression which participate towards defining DN T cell numbers.  
 
Although we had previously shown that the CD47 pathway contributed to the regulation of 
DN T cell number, the linkage analysis did not reveal a statistically significant linkage near 
CD172a. This may be attributable to the fact that only 96 mice were analyzed in the F2 
cohort, thus providing a low statistical power. Notwithstanding the 2D representation of the 
epistasic interactions clearly highlights a role for the Idd13 locus and the proximal region of 
chromosome 12. Importantly, mice harboring the B10.Br homozygous alleles for both of 
these loci present a complete restoration of DN T cell number. We are currently 
intercrossing NOD.NOR-Idd13 and Ch12D congenic mice to confirm the interaction 
between these two genetic loci in defining DN T cell number.  
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4.9 Figures 
 
Figure 1: Proportion of DN T cell is attributable to genetic background. Cells from 
spleen and lymph nodes of TCR transgenic A) B10.Br, NOD.H2
k
, F1 and B) F2 mice were 
harvested and stained for CD4, CD8 and 1G12 expression. The proportion of DN T cells is 
represented. N ≥ 4. * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 
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Figure 2: Regulation of DN T cell proportion by proximal region on chromosome 12. 
A) Logarithm of odds plot for the % of DN T cells in F2 cohorts is shown for the spleen 
and lymph nodes. B) Proportion of DN T cells in the spleen and lymph nodes of F2 mice 
according for their genotype on chromosome 12. N = 96. * p<0.05, ** p<0.01 
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Figure 3: Mapping of the different chromosome 12 NOD congenic constructions. 
Schematic representation of the shared intervals between B10.Br, NOD.H2
k
, Ch12L, 
Ch12D and Ch12P mice. The genetic region is delimited by D12Mit172 and D12Mit184. 
Marker placement is determined according to the Mouse Genome Informatics database. 
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Figure 4: NOD congenic mice show a partially restored proportion of DN T cells. Cells 
from spleen and lymph nodes of TCR transgenic NOD.H2
k
, Ch12L, Ch12D and Ch12P 
mice were harvested and stained for CD4, CD8 and 1G12 expression. The proportion of 
DN T cells is represented. N ≥ 5. * p<0.05, ** p<0.01 
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Figure 5: Regions on chromosomes 2 and 12 interact to modulate DN T cell 
proportion. Epistatic interactions influencing DN T cell number A) 2D genome wide 
linkage in F2 genotypes. Joint LOD scores were plotted as a heat map. B) Proportion of DN 
T cells in F2 mice according to their genotypes for chromosome 2. N = 96. C) 
Representation of the average DN T cell proportion in 96 F2  mice segregated according to 
the combined chromosome 2 and 12 genotypes.  
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CHAPITRE 5 : DISCUSSION 
 
5.1 Lymphocytes T DN : Que sont-ils? 
 
 Par analogie, un système immunitaire adaptatif sain peut être comparé à une balance 
qui risque de basculer à tout moment. D’un côté, une déficience au niveau de la 
reconnaissance antigénique par les lymphocytes T et B peut favoriser l’évolution 
d’infections et de tumeurs potentiellement fatales. De l’autre, l’hyperactivité de ces cellules 
ainsi que la reconnaissance aberrante d’antigènes du soi peut mener au développement de 
pathologies auto-immunes tout aussi destructrices (Figure 12). Il est ainsi nécessaire 
d’établir des mécanismes rigoureux permettant le maintien de ce fragile équilibre que 
représente la tolérance immunitaire. C’est sur l’étude de ces mécanismes qu’a porté mon 
projet de recherche au doctorat, dans le contexte d’un modèle murin prédisposé au diabète 
auto-immun. Plus précisément, les résultats présentés dans cette thèse visent à décrire le 
phénotype, la fonction ainsi que la régulation d’une population peu connue de lymphocytes 
T régulateurs n’exprimant aucun des corécepteurs CD4 et CD8 (lymphocytes T DN).  
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Figure 12 : Schéma représentant comment l’accumulation de facteurs peut mener au 
développement de pathologies immunitaires. 
 
 Plusieurs populations de lymphocytes T sont caractérisées par l’absence des 
corécepteurs CD4 et CD8 à la surface membranaire. Tout d’abord, les lymphocytes NKT 
(Natural Killer T cells) portent à la fois un TCR ainsi que des marqueurs spécifiques des 
cellules NK. De plus, les lymphocytes NKT peuvent exprimer ou non le corécepteur CD4, 
alors que la molécule CD8 n’est pas retrouvée à la surface de ces cellules. Ces cellules se 
divisent en deux grandes catégories, soit les NKT invariants (type 1) et non-classiques (type 
II) [334]. Les cellules NKT invariantes se distinguent chez la souris par un répertoire biaisé 
envers les chaînes du TCR V8, V7, V2 et V14, par l’expression de molécules telles 
que CD49b et NK1.1 et par la restriction à la molécule de CMH de classe I non-classique 
CD1d [335]. Par opposition, nous avons montré que les lymphocytes T DN retrouvés chez 
la souris TCR3A9 B10.Br n’expriment pas les marqueurs de cellules NK CD49b et NK1.1, 
et ne lient pas les molécules CD1d apprêtées avec le glycolipide GalCer. De plus, tous les 
lymphocytes T DN sont reconnus par l’anticorps clonotypique 1G12 et possèdent donc un 
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138
TCR V8.2/V3 [227]. De façon similaire, nous avons démontré que les lymphocytes T 
DN retrouvés chez la souris B10.Br non-transgénique ne portent pas les marqueurs de 
surface spécifiques des cellules NK, ne lient pas le tétramère CD1d-GalCer et présentent 
un répertoire V polyclonal (Article 1, figure 7 et résultats générés par E.E. Hillhouse). Les 
cellules NKT non-classiques, quant à elles, demeurent restreintes à la molécule de CMH 
CD1d sans toutefois reconnaître l’antigène GalCer, ce qui rend plus ardue l’identification 
de ces cellules. L’utilisation de souris déficientes pour les molécules 2m et CD1d a 
cependant permis de confirmer hors de tout doute que les lymphocytes T DN constituent 
une population différente des cellules NKT. En effet, on retrouve les cellules T DN chez 
ces animaux, malgré l’absence des molécules permettant la sélection des lymphocytes NKT 
(Article 2, figure 3 et résultats générés par E.E. Hillhouse).  
 
 Chez les souris transgéniques pour l’expression du TCR, il est possible d’observer 
une population de lymphocytes T  DN chez laquelle l’expression du TCR  est induite 
de façon aberrante à la surface [336]. Une faible proportion de ces cellules co-exprime donc 
les deux types de TCR. Nous avons démontré que les lymphocytes T DN retrouvés chez la 
souris TCR3A9 B10.Br ne présentent pas de récepteur  à la surface, éliminant ainsi la 
possibilité que ces cellules soient en fait des lymphocytes T  (résultats générés par C. 
Beauchamp). De plus, chez les animaux non-transgéniques, les lymphocytes T expriment le 
TCR  ou  de façon mutuellement exclusive. Comme nous retrouvons les lymphocytes 
T DN chez les souris B10.Br et NOD n’exprimant pas le TCR 3A9, ces cellules ne 
constituent pas des lymphocytes T  mal programmés et générés uniquement grâce à 
l’insertion transgénique (Article 1, figure 7). 
 
Par ailleurs, l’absence d’expression de la molécule associée aux lymphocytes B 
B220 ainsi que l’association de son nombre à la résistance à l’auto-immunité rend la 
population de lymphocytes T DN différente des cellules proliférant massivement chez la 
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souris lpr. Finalement, les lymphocytes T DN n’expriment pas le facteur de transcription 
Foxp3 ainsi que la chaîne alpha du récepteur de l’IL-2 (CD25) ex vivo (Article 1, figure 6), 
ce qui différencie cette population des lymphocytes T régulateurs préalablement décrits.  
 
 De façon générale, les lymphocytes T se développent dans le thymus et passent par 
divers stades au cours desquels ils n’expriment pas de corécepteurs, puis expriment à la fois 
les molécules CD4 et CD8 et finalement répriment l’expression de l’un des corécepteurs 
avant d’être exportés vers la circulation. En ce qui concerne les lymphocytes T DN, il est 
possible que ceux-ci soient générés, ou du moins acquièrent leur phénotype, en périphérie. 
Il a en effet été démontré que certains lymphocytes T CD4 périphériques ont la capacité de 
moduler l’expression de leur corécepteur ainsi que de leur seuil minimal d’activation suite à 
l’exposition à un ligand [337, 338]. De plus, il est possible d’observer la conversion de 
lymphocytes T conventionnels en cellules à la fonction régulatrice, qui sont généralement 
induites suite à la rencontre d’un agoniste fortement reconnu par le TCR [272, 339]. Bien 
que nous ne puissions actuellement exclure la possibilité que les lymphocytes T DN se 
différencient en périphérie suite à un stimulus fort via leur TCR, cette avenue s’avère 
cependant invraisemblable. En effet, les souris B10.Br transgéniques exprimant le TCR 
3A9 présentent une forte proportion de cellules T DN même en absence de l’antigène 
spécifique HEL. De plus, le niveau intermédiaire de la molécule CD5 exprimée à la surface 
tend à démontrer que ces lymphocytes ne reçoivent pas une stimulation antigénique 
particulièrement intense. Finalement, les souris B10.Br TCR 3A9:insHEL exprimant à la 
fois le TCR transgénique ainsi que l’antigène qui lui est spécifique montrent une réduction 
de la proportion périphérique de lymphocytes T DN, ce qui propose un mécanisme de 
sélection négative de ces cellules plutôt qu’une conversion favorisée en présence de 
stimulus antigénique (Article 1, figure 4). 
 
 Si les lymphocytes T DN ne sont pas induits en périphérie, cela signifie que des 
thymocytes sont exportés alors qu’ils n’expriment pas les corécepteurs CD4 et CD8. Nous 
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avons effectivement démontré que des cellules TCR+, CD4-, CD8- et ayant abaissé le 
niveau d’expression de la molécule CD24, ce qui caractérise les thymocytes matures [340], 
sont retrouvées dans le thymus de souris TCR transgéniques B10.Br et NOD.H2
k
, en 
présence ou non de l’antigène HEL (Article 2, figure 2). Récemment, des études menées au 
laboratoire ont aussi permis d’identifier des thymocytes DN matures dans le thymus de 
souris B10.Br CD1d
-/-
 non transgéniques (résultats obtenus par E.E. Hillhouse). Par 
ailleurs, plusieurs groupes ont démontré que les lymphocytes T périphériques peuvent 
retourner vers le thymus suite à l’activation [341-343]. Il est toutefois peu probable que les 
cellules T DN matures retrouvées dans le thymus proviennent de la périphérie, puisque leur 
proportion thymique est similaire chez les lignées murines B10.Br et NOD.H2
k
 TCR 
transgéniques, alors qu’en périphérie les souris NOD présentent une forte diminution de la 
proportion de ces lymphocytes (Article 2, figure 2). Ces résultats proposent donc que les 
cellules T DN se différencient en lymphocytes matures au niveau du thymus, puis sont 
exportés en périphérie où différents facteurs régulent leur proportion.  
 
 Dans le thymus, le stade auquel les lymphocytes T régulateurs DN deviennent 
matures puis quittent vers la périphérie est actuellement inconnu. Nous retenons 
actuellement deux hypothèses principales. Premièrement, il a été démontré que chez les 
modèles murins TCR transgéniques, l’expression du récepteur peut survenir à une étape 
aussi précoce que le stade DN2 [344]. Il est donc possible qu’une certaine proportion des 
thymocytes DN exprimant le TCR subisse une maturation prématurée menant à la 
différenciation en cellules T DN régulatrices puis à l’export périphérique. Selon cette 
théorie, les lymphocytes T DN ne passeraient pas par un stade  DP au niveau du thymus, et 
éviteraient ainsi les étapes de sélection positive et négative centrales. Différentes évidences 
appuient cette hypothèse. Il est tout d’abord important de noter que l’anticorps 
clonotypique 1G12, utilisé afin de marquer les lymphocytes T spécifiques de l’antigène 
HEL, ne permet d’identifier que les cellules T n’ayant pas subi de réarrangement au niveau 
de la chaîne alpha de leur TCR. Ainsi, parmi les lymphocytes T CD4+ retrouvés chez la 
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souris B10.Br TCR transgénique, seules les cellules exprimant à la fois les chaînes bêta et 
alpha transgéniques sont identifiables grâce à l’anticorps clonotypique 1G12. Par ailleurs, 
chez cette même souris, tous les lymphocytes T DN sont spécifiquement reconnus par 
l’anticorps et n’expriment donc pas de chaîne alpha endogène du TCR (résultats obtenus 
par C. Beauchamp). Ces résultats tendent ainsi vers un export précoce du thymus limitant la 
possibilité de réarrangement au niveau du locus de la chaîne alpha du TCR. Par ailleurs, les 
lymphocytes T DN sont retrouvés en proportion considérable chez les souris B10.Br TCR 
transgéniques en absence de leur antigène spécifique HEL, phénomène tout à fait 
compatible avec une absence de sélection positive à l’étape DP. 
 
 Une seconde hypothèse expliquant la génération des lymphocytes T régulateurs DN 
serait que ces cellules puissent atteindre le stade de thymocytes DP, pour ensuite inhiber 
l’expression des deux corécepteurs avant d’être exportés en périphérie. En effet, il a été 
démontré in vitro que des thymocytes DP confrontés à une forte concentration d’un 
antigène spécifiquement reconnu peuvent se convertir en lymphocytes T DN [345]. Il est 
d’ailleurs intéressant de constater que ces cellules T acquièrent des propriétés immuno-
régulatrices, incluant la sécrétion d’IL-10 ainsi que la suppression de la prolifération de 
lymphocytes T naïfs en réponse à l’antigène. Cette théorie est cependant mise à l’épreuve 
par le fait que les cellules T DN retrouvées chez les lignées B10.Br, NOD.H2
k
 et BALB.K 
TCR transgéniques sont sélectionnées en l’absence de l’agoniste HEL. Par ailleurs, puisque 
des lymphocytes T CD4 et CD8 sont retrouvés chez les souris TCR transgéniques alors que 
la protéine HEL est absente, il est probable que les lymphocytes T DN aient aussi la 
capacité de reconnaître des ligands endogènes permettant leur sélection positive. Des 
résultats préliminaires générés par A. Liston lors de son doctorat dans le laboratoire du Dr 
C. Goodnow et récemment analysés par E.E. Hillhouse tendent à démontrer que chez la 
souris B10.Br TCR transgénique, une déficience au niveau de la protéine AIRE est associée 
à une réduction du nombre de lymphocytes T DN. De façon générale, AIRE est responsable 
de la sélection négative des thymocytes pour lesquels le TCR reconnait spécifiquement des 
  
 
142
TRAs. Toutefois, l’implication de ce facteur de transcription dans le développement de 
lymphocytes T régulateurs vient tout juste d’être décrite [346]. En effet, AIRE a été 
montrée comme nécessaire à la production de la chimiokine XCL1 par les mTECs, ce qui 
permet le recrutement de DC thymiques au niveau de la médulla ainsi que la génération de 
lymphocytes T régulateurs CD4+ Foxp3+. Il est donc possible d’envisager que le facteur de 
transcription AIRE puisse de même être impliqué dans la sélection ou la différenciation 
thymique de lymphocytes T régulateurs DN. De plus, nous avons démontré que chez les 
souris déficientes pour la molécule de surface CD47, les DC thymiques exprimant Sirp 
sont réduites en proportion (Annexe 1, figure 8) [347]. Puisque ces mêmes souris 
présentent une proportion réduite de lymphocytes T DN, ces données suggèrent un rôle des 
DC thymiques dans la sélection des cellules T DN.  
 
Considérant que les cellules T DN se différencient dans le thymus, il devient 
intéressant de tenter de déterminer par quelle molécule de CMH est restreinte la génération 
de ces lymphocytes. Nos travaux démontrent que la proportion de cellules T DN n’est pas 
réduite chez les souris B10.Br et NOD.H2
k
 TCR transgéniques déficientes pour la molécule 
2m nécessaire à la formation du CMH-I (Article 2, figure 3). Ainsi, il semblerait selon 
toute vraisemblance que les lymphocytes T DN puissent reconnaître un peptide dans le 
contexte d’une molécule de CMH-II. Par ailleurs, les lymphocytes T régulateurs DN ont 
aussi été identifiés chez des modèles transgéniques pour lesquels le TCR reconnaît des 
peptides présentés dans le contexte de molécules de CMH-I [290]. Il est envisageable que 
l’insertion d’un TCR transgénique restreigne l’affinité du récepteur pour une classe de 
molécules de CMH donnée, limitant du même coup le répertoire de ces cellules. Ainsi, chez 
les animaux non-transgéniques et chez l’homme, il est possible que les lymphocytes T DN 
puissent être sélectionnés à la fois grâce à des molécules de CMH-I et II, tout comme des 
cellules T conventionnelles. Il est toutefois intéressant de noter que chez des animaux 
déficients pour les corécepteurs CD4 et CD8 ainsi que pour les molécules de CMH-I et -II, 
des lymphocytes T DN arborant une affinité pour diverses ligands indépendants du CMH 
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sont sélectionnés et retrouvés en périphérie [348]. Ces résultats permettent d’envisager 
qu’une large gamme de molécules puissent être responsables de la sélection thymique des 
lymphocytes T DN, qui conservent cependant la capacité de reconnaître spécifiquement des 
auto-antigènes. 
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5.2  Lymphocytes T DN : Que font-ils? 
 
 Le mécanismes d’action attribués aux lymphocytes T DN varie grandement d’un 
modèle à l’autre, in vitro [298, 299, 301]. Nous avons démontré que chez la souris B10.Br 
TCR 3A9, ces cellules ont la capacité de sécréter de l’IL-10 lorsque mises en culture 
(Annexe 2, figure 3) [349]. Une grande proportion des lymphocytes T DN activés produit 
aussi des granules cytotoxiques contenant du granzyme B et de la perforine, qui sont 
adéquatement exportées à la surface tel que suggéré par la présence du marqueur de 
dégranulation CD107a (Annexe 2, figure 1 et données non présentées). Finalement, nos 
résultats montrent qu’in vitro,  ces cellules éliminent spécifiquement les lymphocytes B 
activés présentant l’antigène HEL, alors qu’elles n’exercent pas d’activité cytotoxique à 
l’égard des lymphocytes T (Annexe 2, figures 1 et 2). Mis en commun, ces résultats 
suggèrent pour les lymphocytes T DN un rôle suppressif exercé de manière antigène-
spécifique. De plus, nous avons démontré que chez différentes lignées de souris 
transgéniques, la proportion de cellules T DN est directement associée à la protection au 
diabète auto-immun, appuyant ainsi une fonction biologique liée au maintien de la 
tolérance immunitaire (Article 1, figures 3 et 4). 
 
 Afin de valider in vivo la fonction régulatrice des lymphocytes T DN, nous avons 
souhaité vérifier l’impact d’un transfert de ces cellules chez un hôte présentant une faible 
proportion de ces cellules et génétiquement prédisposé à l’auto-immunité. La souris NOD 
s’avère toutefois de piètre utilité pour ce type d’expérimentations puisqu’il est très ardu 
d’isoler un nombre suffisant de lymphocytes T DN chez cet animal qui en génère très peu. 
De plus, l’utilisation de souris B10.Br ou BALB.K TCR transgéniques en tant que 
donneuses n’est pas envisageable puisque dû à des discordances au niveau d’antigènes 
mineurs d’histocompatibilité,  les lymphocytes T DN provenant de ces lignées murines 
seraient rapidement éliminées lorsque transférées chez la souris NOD.H2
k
. Nous avons 
donc pris avantage de la différence de proportion de cellules T DN observée entre les souris 
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BALB.K déficientes ou non pour la molécule CD47 afin d’isoler un nombre suffisant de 
lymphocytes pouvant être transférées adoptivement à un hôte compatible. Ainsi, alors 
qu’environ 80% des souris BALB.K TCR :insHEL développent le diabète auto-immun 
avant 24 semaines d’âge, seulement 1/9 des souris ayant reçu un transfert de lymphocytes T 
DN sont devenues diabétiques au même âge (Article 1, figure 8). Ce résultat démontre que 
les cellules T DN exercent effectivement une activité régulatrice in vivo permettant de 
réduire la prédisposition à l’auto-immunité. 
 
 L’habileté des lymphocytes T DN à inhiber l’apparition du diabète auto-immun 
chez des animaux prédisposés soulève de nombreuses questions quant aux mécanismes 
utilisés par ces cellules afin de restaurer la tolérance immunitaire. Nous avons évalué le 
taux sérique d’auto-anticorps IgG anti-HEL retrouvé chez les souris BALB.K 
TCR :insHEL ayant reçu ou non des lymphocytes T DN, et démontré que l’augmentation 
du nombre de ces cellules entraîne une chute du niveau des auto-anticorps dirigés contre la 
protéine HEL (Article 1, figure 8). Ces résultats appuient les observations in vitro selon 
lesquelles les cellules T DN éliminent les lymphocytes B présentant l’antigène reconnu. 
Afin de vérifier si les lymphocytes T DN exercent une activité cytotoxique à l’égard des 
cellules B présentant spécifiquement des peptides dérivés de la protéine HEL in vivo, nous 
avons utilisé des souris immunodéficientes Rag
-/-
 chez lesquelles nous avons transféré 1- 
des lymphocytes B activés ayant apprêté les protéines HEL ou OVA, puis 2- des cellules T 
DN. Les résultats présentés à l’annexe 4 démontrent que lorsque les souris hôtes reçoivent 
des lymphocytes B présentant HEL et OVA dans un ratio 1 :1, il est possible de retrouver 
ces cellules dans la rate de l’animal injecté dans les mêmes proportions suite au transfert. 
Par contre, lorsque des lymphocytes T DN sont aussi transférés aux souris receveuses, la 
population de cellules B présentant HEL diminue drastiquement comparativement à celle 
composée de cellules B ayant apprêté OVA, une protéine qui n’est pas reconnue par le TCR 
3A9. Ainsi, in vivo, les lymphocytes T DN provenant de la souris B10.Br TCR 
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transgénique agissent en éliminant de façon spécifique les lymphocytes B activés qui 
présentent l’antigène HEL.  
 
La pathogénèse du diabète auto-immun a été étudiée chez les animaux 
transgéniques TCR :insHEL en comparant les lignées B10.Br et NOD.H2
k
, respectivement 
résistantes et prédisposées à la maladie [227]. Il a été observé que les souris NOD.H2
k
 
TCR :insHEL présentent de larges centres germinatifs au niveau des îlots pancréatiques, 
ainsi que des niveaux sériques d’IgG anti-HEL environ 1 000 fois plus élevés que les 
animaux B10.Br transgéniques. Ainsi, alors que le rôle des lymphocytes B varie selon le 
modèle d’étude du diabète auto-immun, il semble que dans un système spécifique à 
l’antigène tel que la souris transgénique TCR :insHEL, ces cellules participent activement 
au développement de la maladie.  
 
Afin de s’activer et éventuellement former un centre germinatif, le lymphocyte B 
doit recevoir 2 signaux distincts. Le premier survient lors de la rencontre d’un antigène 
spécifiquement reconnu par le récepteur de cellules B (BCR). La reconnaissance d’un 
antigène par le lymphocyte B en absence du second signal mène par ailleurs à l’anergie ou 
la mort du lymphocyte par apoptose. Ce deuxième signal peut quant à lui être délivré soit 
par des lymphocytes T auxiliaires ayant aussi reconnu l’antigène, ou encore par des alertes 
de danger provenant du système immunitaire inné [350]. Suite à l’activation adéquate de la 
cellule B s’ensuit une prolifération rapide et une maturation pouvant mener à la génération 
de trois types cellulaires différents, c’est-à-dire un plasmocyte extrafolliculaire, un 
lymphocyte B de centre germinatif ou encore une cellule B mémoire. L’affinité du BCR 
pour l’antigène, la qualité de l’interaction entre les lymphocytes T et B ainsi que les 
cytokines environnantes ne sont que quelques-uns des facteurs identifiés responsables de la 
génération d’un centre germinatif [350]. Sa formation permet une maturation de l’affinité 
du BCR envers l’antigène reconnu, et mène subséquemment à la différentiation de 
plasmocytes et de cellules B mémoires encore plus spécifique de l’antigène (Figure 13).  
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Figure 13 : Représentation des étapes menant à la génération d’un centre germinatif, ainsi 
qu’à la différentiation de plasmocytes et de cellules B mémoires. Les flèches pleines ainsi 
que les numéros représentent, dans l’ordre, les différentes étapes de différentiation et de 
migration des lymphocytes B suite à la rencontre antigénique en présence de lymphocytes 
T auxiliaires. Tiré de [350]. 
 
 Chez les souris transgéniques TCR :insHEL, un nombre élevé de lymphocytes T 
CD4 auto-réactifs peuvent fournir l’aide nécessaire à l’activation de lymphocytes B 
reconnaissant l’antigène HEL. Ainsi, la génération de centres germinatifs chez ces souris 
repose principalement sur deux facteurs principaux, soit la présence accrue de lymphocytes 
B auto-réactifs et/ou une atteinte au niveau des mécanismes périphériques responsables de 
maintenir l’état de tolérance. Il est difficile de quantifier et comparer le nombre de 
lymphocytes B exportés de la moelle osseuse qui ont la capacité de reconnaître l’antigène 
HEL chez les souris B10.Br et NOD.H2
k
 TCR :insHEL sans que les résultats ne soient 
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biaisés par la présence des cellules T DN chez ces animaux. Si l’on considère que les deux 
lignées murines ont la capacité de générer des lymphocytes B potentiellement auto-réactifs, 
cela signifie qu’un ou plusieurs mécanisme(s) de tolérance périphérique limitant 
l’activation des cellules B est(sont) rompu(s) chez la souris NOD développant des centres 
germinatifs. La proportion de lymphocytes T DN pourrait constituer l’un des éléments 
limitant le développement de ces structures. Cette proposition est d’ailleurs renforcée par la 
faible proportion de lymphocytes T DN retrouvés chez les souris NOD.H2
k
 TCR :insHEL 
et NOD non-transgéniques (Article 1, figures 4 et 7).  
 
 Alors que les résultats obtenus suggèrent qu’une forte proportion de cellules T 
régulatrices DN limite la formation de centres germinatifs ainsi que la progression vers le 
diabète auto-immun chez la souris transgénique, le mécanisme exact demeure peu compris. 
Par exemple, nous ne savons pas à quelle étape de la pathogénèse ces cellules ont la 
capacité d’intervenir. Lors du transfert adoptif de lymphocytes T DN aux souris BALB.K 
CD47
-/-, nous avons choisi d’injecter les hôtes à l’âge de 9 semaines, c’est-à-dire à un 
moment où 50% des animaux de la lignée ont déjà progressé vers la maladie. Même si les 
souris sélectionnées n’étaient pas diabétiques au moment du transfert, il est probable 
qu’une certaine proportion d’entre elles souffrait d’insulite et avait déjà développé des 
centres germinatifs au niveau des îlots pancréatiques. Ces observations proposent que non 
seulement les lymphocytes T DN puissent inhiber la formation de nouveaux centres 
germinatifs, mais aussi détruire ou réduire ceux déjà existants afin d’éviter l’évolution vers 
la maladie. Ce résultat est d’une importance capitale pour l’utilisation des cellules T DN 
dans le contexte d’un traitement immunothérapeutique chez l’homme. En effet, lorsque les 
patients sont diagnostiqués avec le diabète de type 1, une certaine fonction des cellules bêta 
pancréatiques demeure. 
Nous avons démontré, in vivo et in vitro, que les cellules T DN éliminent les 
lymphocytes B mis en culture en présence de l’antigène et de LPS. Toutefois, nous ne 
savons toujours pas si un récepteur présent à la surface de ces cellules B est nécessaire à la 
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reconnaissance par les lymphocytes T DN afin de permettre la lyse cellulaire. Si oui, il est 
possible que les lymphocytes B matures, les plasmocytes, les cellules B de centres 
germinatifs et mémoire ne soient pas tous sujets à l’action cytotoxique des lymphocytes T 
DN. Par ailleurs, si seule la reconnaissance du peptide agoniste des cellules T DN est 
nécessaire à leur activation, d’autres CPA impliquées dans la présentation d’antigènes 
pancréatiques peuvent être la cible de l’activité cytotoxique des lymphocytes T régulateurs 
DN. Nous avons tenté d’évaluer le potentiel de cytotoxicité de ces cellules à l’égard de DC 
et de macrophages mis en culture, in vitro et in vivo. Nous avons remarqué que la fragilité 
de ces cellules suite à l’activation rendait les expérimentations de libération de chrome 
radioactif très difficiles à interpréter puisque le seuil minimal de relâche était très élevé et 
variable d’une expérience à l’autre. De même, puisque les tests in vivo nécessitent des 
marquages de différentes intensités de CFSE afin de distinguer les populations cellulaires 
endogènes de celles présentant les antigènes HEL et OVA, la variation de taille et de forme 
des DC et macrophages ne permettait pas d’obtenir des colorations uniformes et facilement 
différenciables par cytométrie en flux. Il est donc difficile de déterminer exactement quelles 
sont les cibles des lymphocytes T DN, même chez la souris transgénique. Il est important 
de noter que, selon les modèles transgéniques utilisés, l’activité cytotoxique des 
lymphocytes T DN n’est pas dirigée à l’endroit des mêmes populations cellulaires. Il est 
plausible que le choix de la cible soit influencé par le modèle étudié, et par conséquent que 
chez les souris non-transgéniques ainsi que chez l’homme, les lymphocytes T DN aient la 
capacité de lyser différents types de cellules. 
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5.3 Lymphocytes T DN : Comment restaurer leur nombre? 
 
 Comme la souris NOD non-transgénique représente sans doute le modèle animal 
présentant la pathologie la plus semblable au diabète auto-immun, l’un des objectifs à court 
terme du laboratoire est de démontrer que l’augmentation du nombre de lymphocytes T 
régulateurs DN chez cet animal est suffisant afin de prévenir et/ou guérir le diabète auto-
immun. Il convient donc avant tout de s’assurer que la fonction cytotoxique des cellules T 
DN provenant de la souris NOD ne soit pas déficiente. Tel que présenté à la figure 2 de 
l’annexe 2, l’activité cytotoxique des cellules T provenant des souris B10.Br et NOD.H2k 
TCR transgénique envers des cibles F1 est similaire, ce qui suggère que seul le nombre de 
ces cellules est altéré chez la souris NOD. Afin de restaurer la proportion de lymphocytes T 
DN, deux grandes avenues sont envisagées soit 1- l’expansion suivie du transfert adoptif de 
ces cellules et 2- l’identification de cibles moléculaires permettant la thérapie génique. 
 
5.3.1 Expansion et transfert 
 Au cours des expérimentations visant la caractérisation phénotypique des 
lymphocytes T régulateurs DN, nous avons remarqué que ces cellules étaient anergiques in 
vitro. En effet, malgré l’absence d’expression de la molécule CD25 chez ces cellules à 
l’état naïf, celles-ci nécessitent l’IL-2 afin de proliférer suite à un signal via le TCR (Article 
1, figure5). La chaîne alpha du récepteur à l’IL-2 (CD25) apparaît à la surface cellulaire 
suite à l’activation. Ainsi, nous avons observé qu’en présence d’IL-2, d’anti-CD3 et d’anti-
CD28, il est possible d’obtenir une expansion des lymphocytes T DN atteignant jusqu’à 
45X et 10X en 7 jours chez les souris TCR transgéniques B10.Br et NOD.H2
k
, 
respectivement. Cette différence dans le potentiel d’expansion entre les lymphocytes T DN 
provenant des lignées B10.Br et NOD.H2
k
 est expliquée par la production accrue d’IL-10 
par les cellules de la souris NOD.H2
k, ce qui augmente l’apoptose et limite ainsi 
l’augmentation du nombre (Annexe 2, figures 3 et 6). Des résultats préliminaires obtenus 
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par E.E. Hillhouse démontrent de plus une expression accrue du récepteur de l’IL-10 à la 
surface des lymphocytes T DN provenant de la souris NOD.H2
k
 TCR transgénique, 
suggérant une sensibilité supérieure de ces cellules à la cytokine. Finalement, l’ajout 
d’anticorps antagoniste du récepteur de l’IL-10 permet de restaurer l’expansion cellulaire 
chez ces souris (Annexe 2, figure 7). Il est donc possible d’obtenir de grandes quantités de 
lymphocytes T DN activés dans le but de les utiliser à des fins thérapeutiques chez la souris 
transgénique. Par ailleurs, comme nous souhaitons mettre à profit ces connaissances chez 
les animaux non-transgéniques, il est important de garder à l’esprit que le répertoire des 
cellules T DN est polyclonal chez les souris n’exprimant pas un TCR transgénique, et donc 
que seule une mince fraction de ces lymphocytes est potentiellement spécifique d’antigènes 
dérivés de cellules  pancréatiques. Ainsi, la stratégie optimale n’est peut-être pas 
l’expansion in vitro des lymphocytes T DN de toutes spécificités grâce à l’anti-CD3, mais 
plutôt une co-culture de ces cellules en présence de lysats d’îlots pancréatiques et de CPA. 
De cette façon, seuls les lymphocytes dont le TCR reconnaît spécifiquement des auto-
antigènes pancréatiques seraient activés et proliféreraient. Cette approche permettrait sans 
doute d’obtenir une population de cellules régulatrices plus efficace puisque spécifique à 
l’antigène, tout en limitant les risques associés à une potentielle immunosuppression causée 
par le transfert d’une grande quantité de lymphocytes T suppresseurs. Finalement, 
l’élaboration d’un protocole d’expansion assurant le maintien des propriétés régulatrices 
tout en favorisant la survie des cellules suite au transfert deviendra nécessaire lorsque sera 
entreprise la transition vers l’homme. En effet, les études cliniques récentes ont démontré 
que l’expansion de lymphocytes T régulateurs viables et efficaces est plus ardue chez 
l’homme que chez l’animal, ce qui engendre de nouveaux défis thérapeutiques [351, 352]. 
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5.3.2 Régulation et thérapie génique 
 
 Alors que le prélèvement de sang, l’isolement, l’expansion puis la réinjection de 
lymphocytes T constitue une approche permettant d’augmenter le nombre de ces cellules de 
façon temporaire, il est aussi envisageable d’agir directement au niveau des gènes 
responsables de la régulation de cette population cellulaire. En effet, des études de thérapie 
génique ont démontré que, grâce à des techniques ayant recours ou non à des transfections 
virales, il est possible de modifier le profil d’expression de gènes de multiples populations 
ciblées de cellules impliquées dans le développement du diabète [353]. Par exemple, 
certains groupes sont arrivés à moduler le système immunitaire en injectant des adénovirus 
permettant l’expression de certains TRA dans le thymus de souris [354],  ou encore à 
réduire l’incidence de diabète chez la souris NOD via l’induction de sécrétion d’IL-4 par 
les DC [355]. Afin d’arriver à modifier la proportion de lymphocytes T DN, il importe tout 
d’abord de comprendre de quelle façon des facteurs génétiques sont responsables de sa 
régulation. Par ailleurs, la découverte des gènes impliqués dans le contrôle de cette 
population cellulaire et des polymorphismes associés à une prédisposition accrue représente 
une opportunité exceptionnelle afin d’identifier les individus à risque de développer une 
pathologie auto-immune. 
 
 Lors de l’étude du défaut de tolérance menant au diabète observé chez les souris 
BALB.K transgéniques CD47
-/-
, nous avons remarqué que la population de lymphocytes T 
DN étaient altérée chez ces animaux lorsque comparée aux souris BALB.K transgéniques 
exprimant normalement la protéine de surface CD47 (Article 1, figure3). De toute 
évidence, l’interruption du signal bidirectionnel entre les molécules CD47 et son ligand 
Sirp est suffisante afin de perturber l’homéostasie des cellules T DN chez les animaux 
BALB.K transgéniques TCR et TCR :insHEL. La façon dont l’interaction CD47-Sirp 
influence la proportion de lymphocytes T DN demeure incertaine. Par ailleurs, certaines 
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évidences suggèrent que ces lymphocytes, qui expriment la molécule CD47 mais non 
Sirp, doivent interagir avec d’autres cellules exprimant Sirp, soit principalement 
certaines DC ainsi que les macrophages. En tant que CPA professionnelles, il n’est pas 
surprenant que ces cellules entrent régulièrement en contact avec les lymphocytes T DN. 
Tout d’abord, nous avons démontré que l’inhibition de CD47 perturbe l’homéostasie des 
DC thymiques en induisant une réduction significative de la proportion de DC Sirp+ par 
rapport au nombre de DC thymiques total, qui demeure inchangé (Annexe 1, figure 8). 
Puisque nous posons l’hypothèse que la sélection thymique des lymphocytes T DN est 
dépendante d’interactions avec certaines DC du thymus et que la perte d’expression de 
CD47 affecte à la fois la proportion des cellules T DN et de DC thymiques Sirp+, il 
apparaît probable que ces dernières constituent le sous-type de DC responsables de la 
génération des lymphocytes T DN. D’autres groupes ont de plus démontré des 
perturbations au niveau de la distribution des sous-populations de DC périphériques chez 
les animaux déficients pour la molécule CD47, ce qui pourrait aussi contribuer à la 
diminution de la proportion de lymphocytes T DN chez les souris BALB.K CD47
-/-
 TCR 
transgéniques [356, 357].  
 
Un deuxième argument vient appuyer le rôle d’interactions entre les lymphocytes T 
DN et les cellules Sirp+ en périphérie. En effet, la souris NOD présente un défaut de 
maturation des macrophages causé par une insensibilité des précurseurs hématopoïétiques 
au facteur de croissance M-CSF nécessaire à leur différentiation [358]. Ce défaut se traduit 
par une réduction importante du nombre de macrophages Sirp+ dans la rate des souris 
NOD.H2
k
 TCR transgéniques lorsque comparées aux animaux de lignées B10.BR TCR 
transgéniques (Annexe 5). Ainsi, dans deux modèles différents présentant des affections 
distinctes, l’altération des populations myéloïdes exprimant la molécule Sirp est associée 
à la réduction de la proportion de lymphocytes T DN. Certaines questions subsistent 
toutefois et méritent des investigations plus poussées. Tout d’abord, est-ce que l’interaction 
CD47-Sirp est réellement nécessaire au maintien des lymphocytes T DN, ou bien la 
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molécule Sirp agit-elle simplement à titre de marqueur afin d’identifier les cellules 
responsables de la régulation des lymphocytes T DN? De plus, il serait intéressant de 
déterminer plus clairement de quelle façon les cellules Sirp+ sont impliquées dans 
l’homéostasie des lymphocytes T DN, c’est-à-dire si elles sont nécessaires uniquement à 
leur sélection, différenciation, survie ou activation? Le fait que des cellules Sirp+ 
thymiques et périphériques aient été associées à la proportion de lymphocytes T DN 
suggère qu’elles puissent être impliquées dans plusieurs de ces processus.  
 
 Tel que mentionné, les lymphocytes T DN sont régulés différemment chez les souris 
B10.Br et NOD.H2
k
. Nous avons démontré un impact de la région de prédisposition au 
diabète auto-immun Idd13 dans le contrôle de la proportion de ces cellules entre les deux 
lignées murines, transgéniques et non-transgéniques (Article 2, figure 1). Ces résultats sont 
en accord avec le rôle présumé de Sirp dans le maintien de la population de lymphocytes 
T DN, puisque le gène encodant cette protéine est situé à l’intérieur de l’intervalle de 
susceptibilité et présente de nombreux polymorphismes entre les lignées murines étudiées 
(Article 2, figure 5). Par ailleurs, les autres gènes candidats responsables de la susceptibilité 
accrue du diabète localisés dans cette région ne semblent pas être impliqués dans la 
régulation des cellules T DN (Article 2, figures 2 et 3). L’utilisation de souris NOD 
congéniques pour le locus Idd13 provenant de la lignée B6 a permis d’observer une 
restauration partielle mais significative de la proportion de lymphocytes T DN. Deux 
facteurs principaux contribuent à expliquer l’absence de restauration complète du nombre 
de ces cellules. Premièrement, bien que ses causes génétiques soient méconnues, il est peu 
probable que le défaut au niveau de la maturation des macrophages soit éliminé chez la 
souris NOD.NOR-Idd13, ce qui implique qu’une proportion réduite de cellules Sirp+ 
puisse interagir avec les lymphocytes T DN chez cette souris. Deuxièmement, l’étude de la 
proportion de cellules T DN chez des souris issues d’un croisement (B10.Br x NOD.H2k) 
TCR transgéniques de 2
e
 génération (F2) a permis de démontrer que ce trait est régulé de 
façon multigénique (Article 3, figure 1). 
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 Afin d’identifier les locus génétiques jouant un rôle prépondérant dans la régulation 
des lymphocytes T DN, nous avons procédé à un genome wide scan sur les souris F2 
générées à partir du croisement (B10.Br x NOD.H2
k
) TCR. Cette étude nous a permis de 
déterminer qu’une région située dans la portion proximale du chromosome 12 est 
directement associée à la proportion de lymphocytes T DN retrouvés dans la rate ainsi que 
les ganglions périphériques des animaux transgéniques pour le TCR 3A9 (Article 3, figure 
2). La création de différentes lignées de souris NOD.B10 congéniques pour la région 
d’intérêt du chromosome 12 confirme l’impact de gène(s) situé(s) dans un intervalle 
contenu entre les 15e et 31e méga paires de bases (Article 3, figure 4). Évidemment, de 
nombreux gènes sont retrouvés au niveau de ce locus, ce qui complique grandement 
l’identification de candidats. Deux approches pourraient être à envisager afin de rétrécir le 
nombre de gènes potentiellement impliqués dans la régulation des lymphocytes T DN. Tout 
d’abord, une analyse de l’expression génique de ces cellules provenant de souris B10.Br et 
NOD.H2
k 
pourrait permettre de déceler des différences au niveau du transcriptome pour 
certains gènes localisés au niveau du chromosome 12. Alternativement ou en combinaison 
avec cette stratégie, il est aussi possible de continuer les croisements des souris C12D avec 
des souris NOD.H2
k
 en espérant observer de nouvelles recombinaisons permettant de 
rétrécir l’intervalle associé au phénotype.  
 
 Malgré l’absence d’identification de gènes candidats liés au chromosome 12, la 
mise en évidence de cette région s’avère très intéressante puisqu’une revue de la littérature 
a permis de démontrer que ce même locus a déjà été associé à la susceptibilité à l’auto-
immunité chez un modèle murin différent [359, 360]. En effet, le groupe du Dr Vyse a 
observé une corrélation entre cette région génétique et la susceptibilité au lupus 
érythémateux. Plus encore, l’allèle de prédisposition provenant de la souris NZB est associé 
à l’augmentation des niveaux d’auto-anticorps IgG circulants dirigés contre de multiples 
composantes du soi telles que l’ADN, la chromatine et les érythrocytes. Ce phénotype 
concorde parfaitement à la pathologie observée chez les souris TCR :insHEL chez 
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lesquelles la proportion de lymphocytes T DN est réduite, c’est-à-dire les animaux de 
lignée NOD.H2
k
 et BALB.K CD47
-/-. Ainsi, l’identification de cette région vient appuyer le 
modèle selon lequel les cellules T DN participent au maintien de la tolérance via 
l’élimination de lymphocytes B réactifs envers les antigènes du soi. La proportion de 
lymphocytes T DN retrouvées chez les souris NZB prédisposées à l’auto-immunité est 
actuellement inconnue. Il serait évidemment intéressant d’étudier le nombre de cellules T 
DN ainsi leur implication dans le contrôle du niveau d’auto-anticorps sérique et dans la 
susceptibilité à la maladie chez cet autre modèle murin. Ce type d’études pourrait de plus 
nous renseigner sur les mécanismes grâce auxquels certains gènes situés sur le chromosome 
12 de la souris influence la proportion de lymphocytes T DN. 
 
 L’analyse génétique menée sur les souris F2 n’a pas permis de valider le rôle de 
l’Idd13 de façon statistiquement significative (Article 3, figure 2). Compte tenu de la 
variabilité observée d’un animal et d’un organe à l’autre, il est probable que le nombre de 
souris utilisées pour l’étude ait été insuffisant afin de mettre en lumière les loci influençant 
de façon modérée la proportion de lymphocytes T DN. Par ailleurs, lorsque l’on examine 
l’effet combiné des intervalles d’intérêt situés sur les chromosomes 12 et 2 (Idd13), on 
remarque que la proportion de lymphocytes T DN retrouvée chez les souris arborant un 
haplotype homozygote B10 pour les 2 régions est similaire à celle de la lignée parentale 
B10.Br TCR transgénique (Article 3, figure 5). Cette observation montre bien que l’allèle 
NOD au niveau de l’Idd13 affecte la proportion de lymphocytes T DN de façon récessive, 
et suggère que d’autres loci puissent contribuer à la régulation de ces cellules malgré 
l’obtention de LOD scores insuffisants pour confirmer un rôle biologique. Par exemple, des 
travaux non-publiés de E.E Hillhouse ont démontré que l’expression du récepteur de l’IL-
10 était particulièrement élevée suite à la mise en culture des lymphocytes T DN provenant 
de la souris NOD.H2
k
 TCR transgénique, ce qui est possiblement responsable de leur plus 
grande susceptibilité à l’apoptose. Dans le même sens, un SNP situé à proximité du gène de 
l’IL-10R sur le chromosome 9 présente un LOD score tout près de la limite de signification 
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dans les ganglions périphériques (Article 3, figure 2). Des analyses plus exhaustives seront 
donc nécessaires afin d’identifier tous les gènes impliqués dans la régulation des 
lymphocytes T DN.  
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5.4 Modèle 
 L’étude phénotypique, fonctionnelle et génétique menée sur les lymphocytes T DN 
a permis de mieux comprendre leur biologie et leur rôle dans le maintien de la tolérance 
périphérique. La figure qui suit tente de résumer les connaissances acquises, tout en 
soulignant les aspects liés à la régulation de ces cellules qui demeurent à éclaircir. 
 
Figure 14 : Modèle représentant le développement ainsi que le rôle des lymphocytes T DN 
dans la prévention du diabète auto-immun. (Lignes hachurées : à confirmer) Inspiré de 
[227].
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5.5 Conclusion 
 
L’objectif global de ce projet de recherche consistait à améliorer notre 
compréhension des mécanismes limitant le développement de maladies auto-immunes, tout 
en cherchant à identifier de nouveaux facteurs génétiques responsables de la susceptibilité à 
ce type de pathologie. Ce faisant, nous avons participé à la caractérisation d’une population 
peu décrite de lymphocytes T n’exprimant pas les corécepteurs CD4 et CD8 (DN), et 
démontré que le nombre de ces cellules est associé à la prédisposition à l’auto-immunité. 
Tirant avantage d’un modèle murin transgénique chez lequel une grande quantité de 
lymphocytes T auto-réactifs reconnaissent spécifiquement un antigène du soi, nous avons 
observé que l’interaction CD47-Sirp était cruciale au maintien de la tolérance immunitaire 
via la régulation du nombre de lymphocytes T régulateurs DN. Nous avons de plus 
démontré que ces cellules exercent leur activité tolérogène en éliminant de façon spécifique 
les lymphocytes B présentant l’auto-antigène reconnu. Finalement, une étude génétique a 
permis d’associer le contrôle de la proportion de lymphocytes T DN à un locus situé en 
région proximale du chromosome 12 et présentant des polymorphismes entre les lignées de 
souris B10.Br et NOD.H2
k
, respectivement résistantes et prédisposées au diabète auto-
immun.  
 
Les résultats présentés dans cette thèse permettent, outre l’avancement des 
connaissances fondamentales liées à l’immunologie, d’envisager une identification et un 
traitement plus précoce des individus prédisposés au diabète de type 1. En effet, si les 
résultats obtenus chez la souris sont confirmés chez l’homme, il serait possible d’utiliser la 
proportion de lymphocytes T DN retrouvés dans le sang en tant que biomarqueur afin de 
faciliter la détection des personnes à risque. Mieux encore, l’augmentation du nombre de 
cellules T DN via l’expansion ex vivo ou encore par le ciblage de gènes régulant leur 
proportion pourrait être effectuée en prophylaxie chez les individus prédisposés au diabète 
de type 1. De plus, il est important de spécifier que contrairement à la majorité des 
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approches actuelles visant l’immunothérapie du diabète auto-immun, l’utilisation de 
lymphocytes T DN constitue une avenue antigène-spécifique, qui permet donc de réduire 
les effets secondaires éventuels. Par ailleurs, il est important de considérer l’utilisation de 
ces cellules dans la prévention et le traitement de différentes pathologies du système 
immunitaire, incluant le rejet de greffe ainsi que l’élimination de cellules tumorales. 
Évidemment, de nombreuses études menées chez différents modèles animaux seront 
nécessaires afin de mieux comprendre le fonctionnement des lymphocytes T DN. 
L’identification de ces cellules constitue toutefois un premier pas vers la création de 
nouveaux tests pré-diagnostiques ainsi que de traitements novateurs visant l’amélioration 
de la santé des patients souffrant de maladies auto-immunes telles que le diabète de type 1. 
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Abstract 
 
CD47 is a ubiquitously expressed molecule which has been attributed a role in many 
cellular processes. Its role in preventing cellular phagocytosis has defined CD47 as an 
obligatory self-molecule providing a “don’t-eat-me-signal”. Additionally, CD47-CD172a 
interactions are important for cellular trafficking. Yet, the contribution of CD47 to T cell 
stimulation remains controversial, acting sometimes as a co-stimulator, sometimes as an 
inhibitor of TCR signalling or peripheral T cell responses. Most of the experiments leading 
to this controversy have been carried in in vitro systems. Moreover, the role of CD47 on 
thymocyte differentiation, which precisely relies on TCR signal strength, has not been 
evaluated. Here, we examine the in vivo role of CD47 in T cell differentiation using CD47-
deficient mice. We find that, in the absence of CD47, thymocyte positive and negative 
selection processes are not altered. Indeed, our data demonstrates that the absence of CD47 
does not influence the strength of TCR signalling in thymocytes. Furthermore, in 
agreement with a role for CD47-CD172a interactions in CD172a
+
 dendritic cell migration, 
we report a reduced proportion of thymic dendritic cells expressing CD172a in CD47-
deficient mice. As the total proportion of dendritic cells is maintained, this creates an 
imbalance in the proportion of CD172a
+
 and CD172a
low
 dendritic cells in the thymus. 
Together, these data indicate that the altered proportion of thymic dendritic cell subsets 
does not have a primordial influence on thymic selection processes.  
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Introduction 
 
The role of the thymus is to allow differentiation of useful T cells while eliminating 
potentially auto-reactive cells (1). To achieve this task, production of mature T cells must 
follow intricate selection events. Immature T cells undergo rapid proliferation and 
extensive apoptosis. Thymus integrity thus relies on efficient phagocytosis. In addition, T 
cell maturation relies on efficient movement/migration of cells within the thymus (2). One 
molecule shown to impact on phagocytosis, cell death and migration is CD47 (3,4). CD47 
is ubiquitously expressed while CD172a, its cellular ligand, is limited to neuronal tissues 
and cells of the myeloid lineage, including phagocytes such as macrophages (5). 
 
The mechanism by which CD47 facilitates phagocytosis of apoptotic cells has been 
recently described (6). Upon receiving apoptotic signals, CD47 is redistributed on the cell 
surface, resulting in decreased interactions with CD172a on the phagocytes. Importantly, 
CD47-CD172a interactions actively inhibit phagocytosis through the intracellular activation 
of SHP molecules binding to CD172a (7). The decreased SHP signal allows efficient 
signalling of calreticulin on the apoptotic cell through LDL-receptor-related protein on the 
phagocyte. These findings provide a rationale to the observation that CD47-deficient cells 
are rapidly phagocytosed when placed in the context of CD47-sufficient cells (8). Hence, 
CD47 has been described as a self-ligand (9). This feature unfortunately precludes the 
generation of bone marrow chimeras, where CD47-deficient bone marrow is used to 
reconstitute a CD47-sufficient host (8,10). Of note, within the CD47-deficient mice, 
compensatory mechanisms are present to prevent constant phagocytosis of all cells; 
otherwise these mice would not be viable. 
 
CD47 ligation has also been shown to directly induce cell death both in vitro (3) and in vivo 
(11,12). For instance, cross-linking of CD47 induces cell death in T cells, B cells and B 
chronic-lymphoid-leukemia (13-15). Moreover, CD47 facilitates CD95-induced apoptosis 
in T cells (16). Interestingly, negative selection of thymocytes, which induces the apoptotic 
elimination of potentially auto-reactive T cells, is also dependent on CD95 ligation (17). 
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However, ligation of CD47 does not always result in cell death. Some have shown that it 
promotes (18-21), while others demonstrate that it can also inhibit (22,23), T cell 
activation. Indeed, it has been suggested that the outcome of CD47 ligation depends on the 
epitope bound by CD47 antibody (3) or the integrin associated to the CD47 molecule (23). 
Consequently, the physiological role of CD47 in vivo in relation to its ability to induce T 
cell apoptosis/proliferation is still subject to debate. Interestingly, in CD47-deficient mice, 
there is a reduced proportion of peripheral T cells, suggesting that CD47 interferes with T 
cell homeostasis (24,25). 
 
Finally, CD47 has been implicated in the migration of CD172a
+
 myeloid-derived cells (5). 
Indeed, we and others have recently demonstrated that migration of CD172a
+
 dendritic 
cells (DC) to secondary lymphoid organs is impaired in the absence of CD47 (26,27). This 
results in an altered balance of DC subsets with a decreased proportion of CD11c
+
CD172a
+
 
DC in secondary lymphoid organs.  
 
Herein, we take advantage of the CD47-deficient mouse model to examine the contribution 
of this molecule in T cell differentiation. We unexpectedly find that CD47 does not alter T 
cell differentiation, despite its described role in phagocytosis, cell death and co-stimulation. 
However, our results suggest that CD47-CD172a interactions contribute to the migration of 
CD172a
+
 DC to the thymus. CD47-deficient mice may thus help unravel the role of various 
DC subsets in the thymus and suggests that an altered proportion in DC subtypes has little 
bearing on thymic selection processes.  
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Methods 
 
Mice 
CD47-deficient mice, provided by Dr. Oldenborg, were backcrossed 18 generations on 
BALB/c background. BALB/c and DO11.10 mice were obtained from Jackson Labs. CD47 
mutation was bred onto the DO11.10 transgenic mice at the CHUM SPF facility. TCR 3A9 
and rat-insulin promoter (RIP)-driven hen egg lysozyme (HEL) transgenic expression (28) 
were backcrossed 6 to 8 generations to CD47-deficient BALB/c mice, while maintaining 
the H2
k
 locus. By PCR reaction, we verified that major insulin-dependent diabetes (idd) 
loci were of BALB/c origin in the transgenic backcrossed mice. All mice were used 
between 5 and 12 weeks of age. The 3A9 TCR and RIP-HEL transgenic mice were 
maintained at the Maisonneuve-Rosemont Hospital (MRH) SPF housing facility. Studies 
were approved by the CHUM and MRH ethics committee.  
 
Cellular preparation 
Thymi were harvested and passed through a fine nylon mesh (BD BioSciences, 
Mississauga, Canada) or, for DC preparation, they were treated with 1mg/ml of collagenase 
V (Sigma, St-Louis, USA), incubated 15 minutes at 37
o
C, passed through a fine nylon 
mesh and washed with cold RPMI 1640 10% FCS. Embryonic thymi were collected on 
days 15 to19 of gestation. Each embryo was genotyped by PCR and livers were stained for 
CD47 to determine the phenotype. Wild-type mice (CD47
+
 staining, neomycin
–
 PCR) were 
compared to heterozygous mutants (CD47
+
 staining, neomycin
+
 PCR) and CD47-deficient 
littermates (CD47
–
 staining, neomycin
+
 PCR).  
 
Histology 
Thymi from 6-week old mice were fixed in formaldehyde, mounted in paraffin and stained 
for H&E. The images were acquired using a Nikon microscope (100X) and analyzed using 
MetaMorph software (Molecular Devices, Downingtown, USA). For TUNEL (Roche 
Diagnostic, Basel, Switzerland), 3m thick sections were cut and placed on Probe-on Plus 
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microscope slides (ThermoFisher, Nepean, Canada). dUTP labelling of DNA strand breaks 
was visualized using a Leica DMRE microscope. 
 
Detection of thymocyte proliferation 
BALB/c and CD47-deficient mice were injected i.p. with 1 mg of BrdU (BD Biosciences, 
Mississauga, Canada). 2 hours later they were sacrificed and thymocytes were stained with 
anti-BrdU according to manufacturer’s instructions (BD Biosciences, Mississauga, 
Canada). 
 
Activation of thymocytes 
Home-made anti-TCR antibody (clone H57-597), anti-CD28 (clone 37.51, 10g/ml) and 
anti-CD47 (miap301, 10g/ml from BD Biosciences, Mississauga, Canada) were coated in 
96-well plates as previously described (29). Thymocytes were incubated at 5x10
5
 cells/well 
for 16h prior to staining.  
 
In vivo thymic deletion 
BALB/c and CD47-deficient mice were injected i.p. with 500g anti-TCR H57-597 and 
thymi were examined 6h later for expression of various cell surface markers. DO11.10 
transgenic BALB/c and CD47-deficient mice were injected i.p. with 10mg ovalbumin 
(OVA) (Sigma, St-Louis, USA) and CD69 expression was assessed on various thymocyte 
subsets 16h later. 
 
Flow cytometry 
Cells were stained at 10
6
 cells/50l in PBS containing 10%FCS, 0.01% NaN3. Antibodies 
were purchased from Biolegend (San Diego, CA), except for anti-CD172a, anti-caspase-3 
and anti-Bcl-2 (BD Biosciences, Mississauga, Canada). TUNEL detection was performed 
using APO-Direct™ according to manufacturer’s instructions (BD Biosciences, 
Mississauga, Canada). Cells were acquired using a FACS Calibur (BD, Oakville, Canada) 
and analyzed with FlowJo (Tree Star, Ashland, USA) or CellQuest (BD, Oakville, Canada) 
softwares. 
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Statistics 
Unless otherwise noted, a paired two-tailed student T test was performed. 
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Results 
 
T cell differentiation in CD47-deficient mice 
Immature T cell differentiation in the thymus is characterized by the expression profile of 
CD4 and CD8 molecules. We thus compared the profiles from the thymus of wild-type and 
CD47-deficient mice (Figure 1a). CD47-deficient mice showed a slightly reduced 
proportion of CD4
+
CD8
+
 cells and an equal and opposite increase in the CD4
+
CD8
-
 
compartment. Further characterization of the CD4
-
CD8
-
 compartment, using CD44 and 
CD25 to differentiate DN1 to DN4 populations (30), reflected a small decrease in the 
CD44
-
CD25
+
 DN3 compartment. A compilation of the results demonstrates that these 
differences are reproducible and statistically significant (Figure 1b and c). Although these 
differences were found to be highly reproducible, they did not compare to the striking two-
fold reduction in thymic cellularity of CD47-deficient thymi (Table 1). Moreover, histology 
sections showed an altered thymic architecture in CD47-deficient mice, where the cortico-
medullary junction is blurred and the medulla is spotted with thymocyte-dense regions 
(Figure 2). Together, these observations suggest a potential defect in thymocyte maturation 
in the absence of CD47.  
 
The observed decrease in cellularity could be due to increased apoptosis, decreased 
proliferation or a decreased number of thymocyte progenitors. The latter explanation is 
rather unlikely since the proportion of DN1 thymocytes, which includes thymic 
progenitors, is similar or slightly increased in CD47-deficient thymi (Figure 1). We next 
tested the possibility that thymocytes showed a decrease in proliferative capacity. Among 
all thymocytes, the DN3 and DN4 subsets carry the highest proliferation potential which 
extensively contributes to determining the thymic cellularity. We injected WT and CD47-
deficient mice with BrdU and labelled DN T cell subsets. BrdU profiles were comparable 
between WT and CD47-deficient mice, suggesting that the decrease in thymic cellularity 
could not be attributed to a defect in cellular proliferation (Figure 3a). Similarly, we found 
no increase in apoptotic thymocytes from CD47-deficient mice, as detected by caspase-3, 
and the expression of the anti-apoptotic molecule Bcl-2 was identical for all thymic subsets 
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(Figure 3b and data not shown). Moreover, the level of spontaneous thymocyte apoptosis 
was not increased in CD47-deficient mice as detected by TUNEL staining in freshly 
isolated thymocytes, in thymocytes kept in culture overnight, or in thymic sections (Figure 
4). Thus, the decreased thymic cellularity did not appear to originate from a decrease in 
thymic progenitors, decreased proliferation or increased apoptosis.  
 
Thymic cellularity is remarkably susceptible to peripheral factors. It was thus possible that 
the low grade inflammation present in the periphery of CD47-deficient mice (31) was 
responsible for the decrease in thymic cellularity. Of interest, CD4
+
CD8
+
 thymocytes are 
most sensitive to stress and, as shown in Figure 1, in CD47-deficient mice the CD4
+
CD8
+
 
thymocytes show a slight decrease in proportion with a parallel increase in CD4
+
CD8
-
 
thymocytes. To evaluate the contribution of inflammation to the decrease in thymic 
cellularity observed in CD47-deficient thymocytes, we examined embryonic thymi. Indeed, 
fetal thymic differentiation proceeds independently of peripheral factors. If peripheral 
inflammation contributes to the decrease in thymic cellularity, then CD47-deficient fetal 
thymi should show normal thymic differentiation and normal thymic cellularity. We 
interbred CD47 heterozygous mice and examined the thymi from embryos aged between 15 
to 19 days. We found no difference in the maturation of thymocytes and comparable thymic 
cellularity between wild type and CD47-deficient littermates (data not shown).  
 
CD47 in negative selection 
Although the decrease in thymic cellularity in CD47-deficient mice may be explained by 
peripheral inflammatory responses, the role of CD47 in thymic selection processes remains 
to be defined. On the one hand, CD47 can serve as a co-stimulatory molecule and promote 
T cell activation (18-21). On the other hand, CD47 potentiates CD95-induced cell death 
(16). As co-stimulation and CD95 are two crucial factors in the process of negative 
selection (17,32,33), we aimed to determine the impact of CD47 on negative selection.  
 
Negative selection results in the apoptosis of potentially auto-reactive T cells as a 
consequence of strong TCR interactions with its MHC-self-peptide ligand. One sensitive 
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means of measuring TCR-induced apoptosis in vitro in thymocytes is to quantify the level 
of CD4 and CD8 reduction on CD4
+
CD8
+
 thymocytes, a process defined as DP dulling 
(34). Although this assay can also be used to quantify positive selection signals (35), in the 
context of high affinity anti-TCR ligation, it unarguably measures the level of negative 
selection. The strength of the TCR signal is also reflected by the level of CD69 expression. 
Therefore, we stimulated thymocytes in vitro using plate-bound anti-TCR with and without 
anti-CD47 antibodies to directly evaluate the co-stimulatory potential of CD47 ligation and 
found that CD47 stimulation did not increase DP dulling or CD69 expression (Figure 5a). 
These results suggest that CD47 ligation does not potentiate the TCR signal provided to 
thymocytes. However, it must be noted that there exists only one antibody in mice directed 
against CD47. In humans, various antibodies directed towards different epitopes have 
revealed a different contribution to CD47 co-stimulation (3). To more directly examine the 
effect of CD47 on negative selection, we chose to evaluate the thymocyte responses of 
CD47-deficient mice. 
 
We first quantified the level of DP dulling, as an indicator of the sensitivity of thymocytes 
to undergo negative selection. Thymocytes from BALB/c and CD47-deficient mice were 
stimulated with anti-TCR in the presence or absence of anti-CD28 antibodies. As expected, 
CD28 stimulation potentiated the TCR signal and decreased the threshold of activation 
(32). However, we revealed no differences in the TCR-induced DP dulling of wild-type vs 
CD47-deficient CD4
+
CD8
+
 thymocytes (Figure 5b). As noted above, CD47 has a described 
co-stimulatory potential. We therefore verified the role of CD47 regarding the modulation 
of TCR signals by evaluating CD69 expression. Wild-type vs CD47-deficient immature 
CD4
+
CD8
+
 thymocytes and mature CD4
+
CD8
-
 thymocytes responded similarly to TCR 
stimulation (Figure 5b). Again, providing CD28 co-stimulation efficiently potentiated the 
TCR signal for both CD4
+
CD8
+
 and CD4
+
CD8
-
 thymocytes and the response observed was 
similar in both groups of mice, as detected by CD69 expression.  
 
To corroborate these in vitro findings, we injected anti-TCR in BALB/c and CD47-
deficient mice and examined the extent of thymocyte activation 6h later. As shown in 
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Figure 6a, both immature CD4
+
CD8
+
 and mature CD4
+
CD8
-
 thymocytes from BALB/c and 
CD47-deficient mice responded similarly to in vivo TCR stimulation as monitored by the 
level of CD69 expression. Together, these results suggest that the absence of CD47 does 
not directly influence thymocyte survival or signalling threshold both in vitro and in vivo.  
 
Yet, in vivo defects in thymic selection are more easily revealed in the context of a 
monoclonal rather than a polyclonal TCR repertoire. To generate CD47-deficient mice 
carrying a monoclonal TCR repertoire, we bred BALB/c CD47-deficient mice to DO11.10 
TCR transgenic mice. In the resulting DO11.10 CD47-deficient mice, the monoclonal T 
cell repertoire recognizes the OVA antigen with high affinity. Upon injection of OVA in 
DO11.10 mice we efficiently induced CD69 expression on mature thymocytes (Figure 6b). 
Moreover, injection of OVA in DO11.10 TCR transgenic CD47-deficient mice induced 
CD69 expression similarly to CD47 sufficient controls (Figure 6b).  
 
Physiological TCR-antigen affinities in vivo  
Systemic OVA injections lead to expression of antigen throughout the thymus. However, 
negative selection of self-reactive thymocytes occurs in the medulla and is mediated at least 
in part by AIRE-expressing medullary thymic epithelial cells (36). Elimination of the self-
reactive CD4
+
CD8
-
 semi-mature thymocytes found in the medulla is also partially 
dependent on CD95 (17) and CD47 has been shown to impact on CD95 induced-apoptosis 
(16). Consequently, we postulated that the absence of CD47 may impact negative selection 
of semi-mature thymocytes in the medulla. To address this issue, we resorted to yet another 
TCR transgenic system, where negative selection of thymocytes is dependent on AIRE 
expression in the medulla (37,38). Indeed, the 3A9 TCR recognizes HEL in the context of 
MHC H2
k
, and we have shown that HEL expression under the rat insulin promoter is 
sufficient to mediate efficient negative selection of thymocytes (39). We introgressed the 
3A9 TCR along with the HEL transgenes on the CD47-deficient BALB/c background for 6 
to 8 generations, all the while maintaining the H2
k
 locus. Note that the insertion of the TCR 
transgene alone yielded normal positive selection of thymocytes (Figure 7a left panels show 
that the proportion of CD4
+
CD8
-
 thymocytes is similar in BALB/c and CD47-deficient 3A9 
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TCR transgenic H2
k
-mice). However, in the presence of HEL, 3A9 TCR H2
k
 BALB/c 
thymocytes did not undergo negative selection (Figure 7a compare top panels). This is 
reminiscent of the phenotype observed in NOD.H2k mice where the 3A9 TCR single 
transgenic and 3A9 TCR:HEL double transgenic mice show a similar proportion of 
CD4
+
CD8
-
 thymocytes (39,40). Finally, CD47-deficient mice expressing both the 3A9 
TCR and HEL transgenes showed a slight but non-significant reduction in the proportion of 
CD4
+
CD8
-
 thymocytes when compared to BALB/c counterparts (Figure 7a and b, p value = 
0.09). The small decrease in CD4
+
CD8
-
 thymocytes was not associated with an increase in 
TCR signal. Indeed, CD5 and CD69 expression on CD4
+
CD8
-
 thymocytes was identical for 
both BALB/c and CD47-deficient 3A9 TCR:HEL double transgenic H2
k
 mice (Figure 7c). 
Moreover, in this TCR transgenic model, negative selection is associated with a decreased 
proportion of TCR 1G12 clonotype
+
 cells and a down-regulation of TCR levels (39). 
However, all CD4
+
CD8
-
 thymocytes expressed high levels of 1G12 in the TCR:HEL 
CD47-deficient mice, similar to CD47-sufficient mice (Figure 7c). Interestingly, CD47 
deletion introgressed onto the B10.Br genetic background also did not influence the 
elimination of autoreactive T cells (data not shown). Together, these data demonstrate that 
CD47-deficiency does not impact negative selection of thymocytes, even when antigen is 
expressed in the appropriate thymic medullary compartment.  
 
Together, these data show that the absence of CD47 does not influence thymocyte selection 
processes. Indeed, CD47 did not seem to impact on thymocyte phagocytosis or cell death. 
Still, its contribution to the migration of thymic CD172a
+
 cells remained to be assessed. In 
particular, we aimed at defining the various DC subsets in the thymus.  
 
Thymic DC subsets are altered in proportion in the absence of CD47 
The characterization of DC subsets has relied in the past on CD8 expression, defining the 
CD8+ DC and CD8- DC subsets. However, DC can “acquire” CD8 expression from 
their neighbouring cells, hindering the analysis of thymic DC subsets. Recently, CD172a 
expression was identified as a marker expressed on CD11c
+
CD8- DC in the thymus (41). 
As we and others have previously demonstrated migration defects in CD11c
+
CD8-
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CD172a
+
 DC subsets in the absence of CD47 (26,27), we questioned the impact of CD47-
deficiency on the relative proportion of each thymic DC subset. 
 
First, we wanted to evaluate the efficiency of CD172a marker to define the various DC 
subsets in the absence of any enrichment procedures other than collagenase treatment to 
allow their extraction from the thymic tissue. This approach allows us to reveal unbiased 
proportions of DC subsets in the thymus and to determine cell numbers. Figure 8a shows 
that the thymic DC expressing high levels of CD172a also express CD11b, another cell 
marker usually found on CD11c
+
CD8- DC (42). Moreover, we demonstrate that the DC 
distribution in the thymus of our reference strain, BALB/c, is similar to what has been 
previously observed in the C57BL/6 strain with a much higher proportion of CD172a
low
 
cells. Still, a significant number of CD172a
high
 cells were readily detectable amounting to 
0,044% ± 0,020% of total thymic cells, or approximately 70 000 CD172a
+
 DC per thymus.  
 
Second, we examined the thymic DC subsets in CD47-deficient mice on the BALB/c 
genetic background. Because CD47-deficiency could potentially affect CD172a ligand 
expression, we examined the level of CD172a on CD11c
+
CD11b
-
 and CD11c
+
CD11b
+
 
thymic DC from BALB/c and CD47-deficient mice. As expected, CD11c
+
CD11b
-
 DC 
expressed lower levels of CD172a than the CD11c
+
CD11b
+
 thymic DC subset (Figure 8b). 
However, CD47-deficient DC showed comparable CD172a expression levels to their wild-
type counterparts. These results suggest that, when gating on CD11c
high
 cells, CD11b and 
CD172a can be used interchangeably to define the various thymic DC subsets in both 
BALB/c and CD47-deficient mice.  
 
Third, we evaluated the proportion of the various thymic DC subsets in both strains. We 
found a significant reduction of CD11c
+
CD11b
+
CD172a
+
 thymic DC in CD47-deficient 
mice (Figure 8c, right panel). Accordingly, as the total proportion of DC remains constant 
for BALB/c and CD47-deficient mice (Figure 8c, left panel), the CD11c
+
CD11b
-
CD172a
low
 
DC subset is proportionally increased. Thus, thymi from CD47-deficient mice show an 
imbalance in the proportion of various DC subsets. 
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Finally, because of the potential impact of peripheral inflammation on thymic 
differentiation, we also verified the proportion of CD11c
+
CD11b
+
CD172a
+ 
thymic DC in 
TCR transgenic mice, where thymic cellularity was not affected by the absence of CD47 
(Figure 8e). Note that as mouse age dramatically impacts thymic cellularity, we have 
selected a relatively narrow age group to assess thymic cellularity. TCR transgenic mice 
aged between 10 and 12 weeks are shown in Figure 8e. A Student T test was performed 
resulting in a p value = 0.25. Importantly, when mice are included regardless of age (n = 
10) the p value = 0.65 (data not shown). Hence, these data clearly demonstrate that CD47 
deletion does not influence thymic cellularity upon insertion of the 3A9 TCR transgene. 
CD172a expression level was not affected by the presence of the TCR transgene, even in 
the absence of CD47 (Figure 8d). Insertion of the 3A9 TCR transgene did not influence the 
proportion of DC subsets in the thymus when compared to non-transgenic mice (compare 
Figure 8c and 8e, right panels), where CD47-deficient 3A9 TCR transgenic mice also 
demonstrate a decrease in CD11c
+
CD11b
+
CD172a
+
 DC proportion (Figure 8e). Moreover, 
as for non-transgenic mice, the total proportion of DC was similar in all strains (data not 
shown), suggesting that the decrease in CD11c
+
CD11b
+
CD172a
+ 
DC is associated with an 
increase in CD11c
+
CD11b
-
 CD172a
low 
DC. In summary, our results demonstrate that CD47 
regulates the proportion of thymic DC subsets.  
 
 
 
xxx 
Discussion 
 
CD47-deficient mice show a severe decrease in thymic cellularity. Knowing that CD47 
contributes to the inhibition of phagocytosis, one may postulate that the decrease in 
thymocyte number is due to an accelerated phagocytosis. However, we have three reasons 
to exclude this possibility.  
 
First, CD47-deficient must develop compensatory mechanisms in the absence of this 
seemingly essential “don’t-eat-me-signal”, otherwise these mice would not be viable. In 
fact CD47-deficient macrophages do not phagocytose CD47-deficient cells (10). The 
apparent consequence of CD47-deficiency on phagocytosis is an accelerated clearance of 
red blood cells, particularly on the NOD background (9,43). This suggests that erythrocytes 
are highly dependent on CD47 for survival. Alternatively, NOD mice, which are highly 
prone to auto-immune diseases, develop accelerated auto-immune haemolytic anemia in the 
absence of CD47.  
 
Second, we have shown that CD47-deficient thymi obtained from embryos lacking 
peripheral T cells have a normal thymic cellularity. Moreover, we observed that insertion of 
either DO11.10 or the 3A9 TCR transgene on CD47-deficient mice also restored thymic 
cellularity (DO11.10 = 450 x 10
6
 ± 65 x 10
6
 vs DO11.10 TCR CD47-deficient mice 368 x 
10
6
 ± 56 x 10
6
 p value = 0.14 and Figure 8e). In fact, insertion of TCR transgenes limits the 
TCR repertoire and prevents peripheral T cell activation to environmental antigens. 
Together, these results suggest that the peripheral inflammatory Th1 responses to 
environmental antigens in CD47-deficient mice are responsible for the decrease in thymic 
cellularity (31). 
 
Finally, CD47-deficient thymocytes do not show a modulation of the level of apoptosis. In 
fact, caspase-3 and Bcl-2 levels, as well as the proportion of TUNEL+ cells, are 
comparable. Together, these observations suggest that the decrease in thymic cellularity in 
CD47-deficient mice is not due to an increase in spontaneous phagocytosis. 
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Regardless of the probable role of peripheral inflammation on thymic cellularity, we could 
still address the impact of CD47-deficiency on thymocyte selection. Indeed, upon in vitro 
TCR stimulation, CD47-deficient thymocytes efficiently down-regulated CD4 and CD8 
and up-regulated CD69 markers in vitro. CD28 co-stimulation was not affected by the 
absence of CD47 on thymocytes. Moreover, systemic in vivo injection of anti-TCR or OVA 
in non-transgenic and DO11.10 TCR transgenic mice also demonstrated efficient 
stimulation of thymocytes even in the absence of CD47. Finally, positive selection was 
normal in CD47-deficient mice. Indeed, in the 3A9 TCR transgenic mice, the proportion of 
transgenic CD4 T cells generated in the absence of CD47 was similar to that of CD47-
sufficient mice. Together, these data clearly show that signalling through CD47 is not 
necessary to modulate thymocyte TCR signals.  
 
The observations are surprising given that CD47 can modulate peripheral T cell responses 
(18-23) and that peripheral T cell numbers are reduced in CD47-deficient mice (24)(data 
not shown). However, as for CD47-deficient mice, CD28-deficiency also causes no 
apparent defect in thymic selection (44), suggesting that CD47 and CD28 may act 
redundantly in the control of thymic selection processes. Interestingly, CD172a has a 
described molecular homology to CD28 (45). Of note, except for CD28, members of the 
CD28 family deliver inhibitory signals (46). As CD47 is the counter ligand for CD172a, it 
could be presumed that the physiological role of CD47-CD172a interactions would be 
inhibitory. Importantly, CD172a signals intracellularly through SHP inhibitory molecules 
(7). Yet, little is known about the intracellular machinery linking CD47 to modulation of T 
cell activation.  
 
Another important role of CD47-CD172a interactions relates to the controlled cellular 
migration of CD172a
+
 myeloid-derived cells both in vitro (47-49) and in vivo 
(24,26,27,50,51). We demonstrate that CD172a
+
 DC are decreased in proportion in the 
thymus of CD47-deficient mice. This observation supports the view that not all thymic DC 
differentiate within the thymus from thymocyte precursors (52). Indeed, parabiosis 
 
 
 
xxxii 
experiments suggest that CD8- thymic DC are imported from the blood (53). Because 
CD47-CD172a interactions have been shown to regulate the migration of CD172a
+
 cells, 
we thus suggest that CD11c
+
CD11b
+
CD172a
+
 DC do not derive from intrathymic 
precursors; rather, their migration to the thymus could rely on CD47-CD172a interactions. 
As bone marrow chimera or parabiosis experiments cannot be performed using CD47-
deficient mice (as CD47 deficient viable cells are rapidly phagocytosed by CD47 sufficient 
cells (8)), this issue cannot be easily resolved and will require further in vitro 
experimentation.  
 
Certainly, the role of the different DC subsets in the thymus remains ill-defined, in part due 
to the inherent low number of these cells in the thymus and, more importantly, to the 
technical difficulties in characterizing the DC subsets (54). It is generally assumed that DC 
in the thymus are important for regulating negative selection of thymocytes as they are 
found in the medulla and at the cortico-medullary region. However, we found that the 
imbalance in DC proportion did not impact on the negative selection of thymocytes. It 
remains possible that CD11c
+
CD11b
+
CD172a
+ 
DC specifically present a subset of 
peripheral antigens not expressed in the thymus and may thus contribute to the targeted 
elimination of a small subset of auto-reactive T cells. In that regard, it is interesting to note 
that the defect in negative selection of thymocytes in NOD.H2k mice was previously 
significantly associated to idd13, where Bim expression, included within the idd13 loci, 
was shown to be dysregulated in NOD mice (40,55). CD47 is located on chromosome 16 
and is not located near any known auto-immune susceptibility loci. However, CD172a is 
highly polymorphic between strains (56) and is also located within the idd13 loci. Further 
studies are needed to determine whether the polymorphisms present in CD172a indeed 
influence the regulation of thymic DC subsets.  
 
CD47 is gaining grounds as a therapeutic target for haematological cancers. The original 
finding showed that cross-linking of surface CD47 induced preferential elimination of 
leukemic cells in vitro (13,14). More recently, a murine monoclonal antibody directed 
against the extracellular portion of human CD47 was generated (11). It effectively prolongs 
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mouse survival against human multiple myeloma, acute lymphoblastic leukemia and B-cell 
chronic lymphocytic leukemia cell lines (11,12). As CD47 has become a potential 
therapeutic target, our knowledge pertaining to the in vivo functions of CD47 may help 
unravel potential side-effects. Indeed, the potential immediate consequences of blocking 
CD47 interactions to CD172a include an increase in non-specific phagocytosis and an 
increase in anemia due to susceptibility of red blood cells. In addition, prolonged anti-
CD47 treatment may alter the distribution of myeloid cells and cause an increase in 
susceptibility to pathogens (24,50). Our current data suggests that this treatment will have 
little or no impact on thymocyte differentiation, suggesting that T cell reconstitution 
following bone marrow transplants should remain effective.  
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Figures 
 
 
 
FIGURE 1.Moderate effects of CD47-deletion on thymocyte differentiation. Thymocytes 
from BALB/c and CD47-deficient mice were stained with CD4, CD8, CD44 and CD25. 
(A) Representative thymocyte profiles of CD4 and CD8 expression (top) and of CD44 and 
CD25 expression on CD4
-
CD8
-
 thymocytes (bottom) are shown. (B) Statistical compilation 
of all thymocyte subsets. DN, CD4
-
CD8
-
; DP, CD4
+
CD8
+
; CD4, CD4
+
CD8
-
; DN1, 
CD44
+
CD25
-
; DN2, CD44
+
CD25
+
; DN3, CD44
-
CD25
+
; DN4, CD44
-
CD25
-
. *, Student T 
test p value < 0.0001. (C) For all statistically significant differences obtained in “B”, the 
results are represented for each mouse. BALB/c, empty circles; CD47-deficient mice, filled 
circles. Note that the scales were adjusted to facilitate visualization of the data. 
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FIGURE 2. Altered thymus histology sections in CD47-deficient mice. Representative H & 
E staining of thymic sections from 6 week-old mice. 
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FIGURE 3. Thymocyte proliferation and apoptosis is unaffected in CD47-deficient mice. 
BrdU incorporation (A) and Bcl-2 levels (B) is shown for BALB/c (dotted lines) and 
CD47-deficient (solid lines) thymocytes. BrdU was injected 2 hours prior to thymic 
extraction. Profiles are shown for various thymocyte subsets as indicated.  
 
 
 
xlii 
 
 
 
FIGURE 4. CD47-deficient thymi show no increase in apoptotic bodies. (A)The proportion 
of TUNEL-positive cells is shown for BALB/c and CD47-deficient thymocytes freshly 
isolated (n=3) or cultured overnight at 37
o
C (n=6). (B) Left: TUNEL-positive cells within 
the thymic cortex were counted on a total of 30m2 surface area at a magnification of 63X. 
Right: Results are expressed as number of apoptotic cells / surface area (0.1mm
2
).n = 3. 
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FIGURE 5. Indirect effect of CD47 on thymocytes survival or signalling threshold. 
Thymocytes from BALB/c (empty square) and CD47-deficient (filled circle) mice were 
stimulated with anti-TCR in vitro without (dotted line) and with (solid line) (A) anti-CD47 
or (B) anti-CD28. DP dulling was measured by calculating the proportion of CD4
low
CD8
low
 
expression. The percentage of CD69
+
 activated cells among CD4
+
CD8
+ 
and CD4
+
CD8
-
 
thymocytes is also shown. The data are representative of at least 5 independent 
experiments. 
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FIGURE 6.  In vivo antigenic stimulation does not reveal a role for CD47 in thymocyte 
deletion. (A) Non-transgenic and (B) DO11.10 TCR transgenic thymi from BALB/c (dotted 
line) and CD47-deficient (solid line) mice were analysed following the respective i.p. 
administration of anti-TCR antibody and OVA. Control mice received PBS injections. 
Thymocyte activation was measured by CD69 expression on various subsets. n = 4. 
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FIGURE 7.  Negative selection of thymocytes is unaffected in 3A9 TCR:HEL CD47-
deficient mice. (A) Thymocytes from 3A9 TCR single transgenic or 3A9 TCR:HEL double 
transgenic H2
k
-mice either wild-type or CD47-deficient were analyzed for CD4 and CD8 
expression. The numbers indicate the percentage of each cell subset. (B) Compilation of the 
proportion of CD4
+
CD8
-
 thymocytes in the various strains, as indicated. n>5.  (C) CD5, 
CD69 and 1G12 TCR clonotype expression is shown for CD4
+
CD8
-
 thymocytes. Left 
panels compare 3A9 TCR transgenic mice and right panels show 3A9 TCR:HEL transgenic 
H2
k
-mice on BALB/c (dotted lines) or CD47-deficient background (solid lines).  
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FIGURE 8. Altered proportion of thymic DC subsets in CD47-deficient mice. (A) Total 
thymocytes from BALB/c: CD11c
+
 CD172a
high
 DC subset expresses CD11b, in contrast to 
the CD11c
+
CD172a
low
 DC subset. n = 10. (B) Non-transgenic and (D) 3A9 TCR transgenic 
H2
k
 BALB (dotted lines) and CD47-deficient (solid lines) mice are analyzed for the 
comparative level of CD172a expression on CD11c
+
CD11b
+
 and CD11c
+
CD11b
-
 DC 
subsets. (C) BALB/c (WT) mice (open circles) compared to the CD47-deficient (KO) mice 
(closed circles). The proportion of total CD11c
+
 cells is similar in both strains (left panel, p 
= 0.2), while the proportion of CD11c
+
CD11b
+
 cells is reduced in CD47-deficient mice 
(right panel, p < 0.0001). (E)  Left panel: Thymic cellularity of 3A9 TCR transgenic H2
k
-
mice is not reduced by the absence of CD47. Right panel: The proportion of 
CD11c
+
CD11b
+
 cells is reduced in CD47-deficient 3A9 TCR transgenic H2
k
-mice (p < 
0.001). The dash represents the mean value for all mice. 
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Abstract   
 
Regulatory T cells appear to show great potential for use in cellular therapy. In particular, 
CD4-CD8- (DN) T cells, which compose 1 to 3% of total T lymphocytes, exhibit 
prominent antigen-specific immune tolerance properties and confer immune tolerance in 
models of allografts and xenografts. We have recently demonstrated that autoimmune-
diabetes prone mice carry fewer DN T cells and that this phenotype contributes to 
autoimmune-diabetes susceptibility, suggesting that increasing DN T cell number in 
autoimmune-prone individuals may be of therapeutic interest. To achieve this goal, we 
must first determine whether the remaining DN T cells in autoimmune-prone mice are 
functional.  In addition, we must identify the parameters which regulate the numbers of DN 
T cells. Herein, we evaluate the immunoregulatory properties of DN T cells in the 
autoimmune-prone NOD genetic background. Using the 3A9 TCR transgenic mice, we 
demonstrate that DN T cells from both diabetes-resistant B10.Br and genetically 
autoimmune-prone NOD.H2
k
 mice show an equivalent immuno-regulatory potential on a 
per cell basis. However, upon stimulation, there is a tenfold increase in the number of 3A9 
TCR transgenic DN T cells that produce IL-10 from NOD.H2
k
 mice in comparison to 
B10.Br mice. We further demonstrate that IL-10 facilitates DN T cell apoptosis and thus 
may regulate the number of DN T cells. Together, our results demonstrate that, although 
reduced in number, DN T cells from mice carrying an autoimmune-prone genetic 
background exhibit a potent cytotoxic potential and that DN T cell expansion is regulated at 
least in part by IL-10. 
 
Keywords: autoimmune diabetes, IL-10, immune regulation, T cells, transgenic mice  
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Introduction 
 
Many different T cell subsets have been shown to regulate immune responses and/or 
autoimmunity including CD4
+
CD25
+
FoxP3
+
 naturally occurring T cells (nTregs), IL-10-
producing CD4
+
 Tr1 cells, TGF--producing CD4+ Th3 cells, CD8+CD28- T cells, CD4-
CD8
-
 (DN, double negative) T cells, CD4
+
CD8
+
 (DP, double positive) T cells, and Natural 
Killer T (NKT) cells 
1-3
. The contribution of these respective subtypes to the proper control 
of immune tolerance and prevention of autoimmune disease remains to be defined. Their 
diverse antigenic specificity and/or distinct mode of action hint that the contribution of each 
of these T cell subsets to specific peripheral tolerance requirements may vary 
2
. Hence, 
there is a need to further examine the contribution of various T cell subsets to autoimmune 
predisposition.  
 
Of these regulatory T cell subsets, CD4-CD8- (DN) T cells compose 1%–3% of peripheral 
T lymphocytes in both mice and humans 
4, 5
. Importantly, the insertion of a TCR transgene 
has facilitated the identification and isolation of DN T cells, as well as their implication in 
antigen-specific immunosuppression 
6-12
. Indeed, using various TCR transgenic mouse 
models, it has been shown that DN T cells carry a unique immunoregulatory potential, 
which resides in their ability to specifically suppress T cells in an antigen-specific manner 
13-18
. DN T cells acquire antigen-specific peptide/MHC complexes through their interaction 
with antigen presenting cells and can subsequently present peptide/MHC complexes to 
CD8 T cells and eliminate the latter 
13, 17
. Interestingly, these characteristics are equally 
shared by human DN T cells 
4
. Moreover, non-transgenic DN T cells can also efficiently 
eliminate activated B cells presenting the cognate antigen 
5
. Taken together, these data 
demonstrate that the immunosuppressive function of DN T cells is mediated, at least in 
part, through the antigen-specific elimination of activated T or B cells. 
 
This antigen-specific immunoregulatory function of DN T cells was further revealed in the 
context of transplant tolerance mouse models 
13, 14, 19
. Pre-transplant treatment with donor–
lymphocyte infusion (DLI) results in a significant increase in the proportion of antigen-
 
 
 
l 
specific DN T cells in accepted allografts and xenografts 
13, 14, 19
. In addition, in vivo 
transfer of antigen-specific DN T cell clones prevents skin and cardiac allograft rejection 
13, 
15
. Activated DN T cells were also shown to protect from graft-vs-host disease and antigen-
induced autoimmune diabetes 
16, 18
. Therefore, the relatively rare DN T cell subset exhibits 
a remarkably potent immunosuppressive potential in multiple model systems, from 
transplantation to autoimmunity. 
 
More recently, our group investigated the role of DN T cells in spontaneous models of 
autoimmune-diabetes. We took advantage of the 3A9 TCR:insHEL transgenic system, 
where the 3A9 TCR transgene recognizes a peptide from hen egg lysozyme (HEL) in the 
context of I-A
k
 
20
, while the insHEL transgene enforces expression of HEL in the 
pancreatic tissue 
21
. TCR:insHEL BALB.K mice are relatively resistant to autoimmune-
diabetes progression and the deletion of CD47 in this strain is sufficient to break immune 
tolerance leading to a high diabetes incidence in TCR:insHEL CD47-deficient BALB.K 
mice 
22
. Interestingly, the proportion of DN T cells was much reduced in the autoimmune-
diabetes prone CD47-deficient mice and a single transfer of DN T cells in the CD47-
deficient BALB.K transgenic model was sufficient to prevent autoimmune diabetes onset 
22
. Of relevance, we also showed that both NOD non-transgenic and TCR transgenic 
autoimmune diabetes-prone mouse models exhibited a low number of DN T cells relative 
to other autoimmune diabetes-resistant strains 
22
. Together, these results suggest that 
restoring DN T cell number in autoimmune-prone mice prevents diabetes onset and may be 
of therapeutic interest for type 1 diabetes.  
 
The primary objective of this study was thus to determine whether the activity of DN T 
cells is naturally impaired in the spontaneous autoimmune diabetes-prone NOD genetic 
background. We opted to compare 3A9 TCR DN T cells from autoimmune resistant B10.Br 
and autoimmune-prone NOD.H2
k
 mice 
9
. Surprisingly, DN T cells originating from both 
genetic backgrounds efficiently eliminate their target cells demonstrating that the cytotoxic 
function of DN T cells is not impeded in autoimmune-prone mice. However, we find that 
DN T cells derived from the NOD genetic background produce more IL-10, which reduces 
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the extent of DN T cell expansion. Altogether, the association of DN T cells to autoimmune 
diabetes susceptibility is most probably due to the homeostatic regulation of DN T cells. 
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Results 
 
3A9 TCR transgenic DN T cells are cytotoxic towards B cells 
Using non-transgenic and TCR transgenic models, it has been previously shown that DN T 
cells are cytotoxic towards T cells or B cells 
5, 7, 13, 23
. We first aimed to determine whether 
DN T cells observed in 3A9 TCR transgenic mice carried a cytotoxic potential. To obtain 
purified DN T cells, we isolated 3A9 TCR transgenic T cells on the basis of CD4
-
CD8
-
 
1G12
+
 expression. Importantly, we show that 1G12
+
 DN T cells do not express DX5 or 
stain with aGal-Cer CD1d-tetramer (Figure 1a), suggesting that they are not CD4
-
CD8
-
 
NKT cells. Moreover, following antigen-stimulation (anti-CD3, anti-CD28, IL-2 and IL-4), 
at least 90% of DN T cells remain CD4
-
CD8
-
FoxP3
-
, with some experiments reaching 
purities above 99% (Figure 1b and data not shown). We subsequently demonstrate that 
these highly purified 3A9 DN T cells from both B10.Br and NOD.H2
k
 mice express a high 
level of granzyme B upon antigenic stimulation in the presence of cytokines (Figure 1c). 
Moreover, 3A9 DN T cells from both strains efficiently stain with anti-CD107a, a 
degranulation marker.  
 
As DN T cells in other systems are cytotoxic towards either T cells or B cells  
5, 7, 13, 23
, we 
next wanted to determine the specificity of 3A9 DN T cells. Using activated B and T cells 
as targets for activated 3A9 DN T cells from the B10.Br strain, we show that B10.Br 3A9 
DN T cells efficiently eliminated HEL-antigen loaded B cells (Figure 1d). This killing is 
completely inhibited by the presence of EGTA suggesting a dependence on 
perforin/granzyme granules to mediate the cytotoxicity 
24
. Moreover, the 3A9 DN T cells 
eliminated B cells in an antigen-specific manner, as they did not eliminate B cells in the 
absence of HEL (Figure 2a, left) Surprisingly, 3A9 DN T cells were unable to eliminate T 
cells (Figure 1d), as opposed to the DN T cells from 2C TCR and P14 TCR transgenic 
models 
13, 18
. We are tempted to suggest that this difference is attributed to MHC-
restriction, where MHC class II-restricted 3A9 DN T cells have a different specificity 
compared to MHC class I-restricted 2C TCR and P14 TCR DN T cells. Notwithstanding, 
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these data suggest that 3A9 DN T cells from the B10.Br background are directly cytotoxic 
towards B cells.  
 
3A9 DN T cells from B10.Br and NOD.H2
k
 mice show comparable antigen-specific 
deletion of activated B cells  
We have previously shown that a reduction in DN T cell number is associated with 
autoimmune disease predisposition 
22
. These results do not preclude the fact that DN T cell 
function may also be altered in autoimmune-prone mice, further contributing to disease 
susceptibility. Therefore, we investigated whether the immuno-regulatory potential of DN 
T cells from a NOD genetic background was impaired. Surprisingly, NOD.H2
k
 3A9 DN T 
cells were able to eliminate activated B cells loaded with HEL antigen (Figure 2a, right). 
As for the B10.Br 3A9 DN T cells, this response was both antigen-specific and inhibited by 
EGTA. These results suggest that DN T cells from either strain of mice exhibited 
cytotoxicity towards activated B cells. Interestingly, the suppressive activity of B10.Br 3A9 
DN T cells appeared to exceed that of the NOD.H2
k
 3A9 DN T cells based on the absolute 
value of their cytotoxicity (Figure 2a, left and right panels, respectively). However, it 
should be noted that the relative difference in the cytotoxic activity of B10.Br and 
NOD.H2
k
 3A9 DN T cells is indeed equivalent as the background levels of cytotoxicity are 
increased for the control target cells from the B10.Br background. Therefore, variations 
between the spontaneous release of 
51
Cr from target cells of the B10 and NOD 
backgrounds, rather than the DN T cells themselves, may account for the differences 
observed in the absolute values of the cytotoxicity. 
 
To directly compare the cytotoxic efficiency of 3A9 DN T cells from both strains, we 
generated F1 (B10.Br x NOD.H2
k
) mice, where F1 B cells could be used as common 
targets for 3A9 DN T cells from both genetic backgrounds. Our results clearly demonstrate 
that 3A9 TCR DN T cells from both B10.Br and NOD.H2
k
 background were equally 
cytotoxic towards B cells (Figure 2b). Based on these results, we conclude that, on a per 
cell basis, the DN T cell cytotoxic function is not impeded in the autoimmune-prone NOD 
genetic background.  
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3A9 DN T cells from NOD.H2
k
 mice produce more IL-10 
Although the cytotoxic efficiency of 3A9 TCR DN T cell from either B10.Br or NOD.H2
k
 
mice was comparable, we sought to investigate the existence of any other potential 
functional differences between DN T cells from these diabetes-resistant and -susceptible 
strains. Upon further phenotypic characterization of 3A9 DN T cells from B10.Br and 
NOD.H2
k
 mice, we found that DN T cells that had undergone antigenic activation in the 
presence of cytokines produced equivalent amounts of IFNγ (data not shown). 
Interestingly, however, the production of IL-10 was considerably elevated in NOD.H2
k
 
3A9 DN T cells (Figure 3a). Indeed, the culture supernatant of 3A9 DN T cells from 
NOD.H2
k
 mice contained tenfold more IL-10 when compared to those of B10.Br mice. 
This increased quantity of IL-10 in the supernatant reflects an increased proportion of 
NOD.H2
k
 3A9 DN T cells efficiently producing IL-10 (Figure 3b). 3A9 DN T cells from 
the NOD genetic background are, thus, functionally different from those of the B10.Br 
strain in terms of IL-10 production. 
 
IL-10 does not affect the cytotoxic potential of 3A9 DN T cells 
IL-10 is primarily defined as an immunosuppressive cytokine and has been shown to 
impede different aspects of T cell responses 
25
. More importantly, IL-10 had been 
previously shown to reduce the cytotoxic potential of 2C TCR DN T cells 
26
. As a result, 
we verified the ability of IL-10 to hinder the cytotoxic function of 3A9 DN T cells. The 
cytotoxic potential of 3A9 DN T cells from B10.Br and NOD.H2
k
 mice was thus assessed 
in the presence or absence of IL-10. Interestingly, the expression of granzyme B and 
CD107a (Figure 4a) as well as the antigen-specific cytotoxic activity of 3A9 DN T cells 
from either mouse strain was not affected by the presence of IL-10 in the culture (Figure 
4b).  
 
 
IL-10 impedes 3A9 DN T cell in vitro expansion 
Still, the activation of the 3A9 DN T cells in the presence of IL-10 revealed a different 
alteration in DN T cells. Indeed, we noted that the yield of 3A9 DN T cells cultured in the 
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presence of IL-10 was repeatedly lower. We, thus, quantified the expansion of 3A9 DN T 
cells from B10.Br and NOD.H2
k
 mice, in the presence or absence of IL-10. In each 
experiment, 3A9 DN T cells from B10.Br mice showed a significant reduction in cell 
expansion when cultured in the presence of IL-10 (Figure 5a, left). Notably, the expansion 
of 3A9 DN T cells from NOD.H2
k
 mice, cultured in the absence of additional IL-10, was 
significantly lower than that of DN T cells from B10.Br mice. Moreover, although 
NOD.H2
k 
3A9 DN T cells efficiently produce IL-10, this response is not completely 
saturated as the addition of IL-10 to the cultures of 3A9 DN T cells from NOD.H2
k
 mice 
slightly reduced their expansion (Figure 5a, right). These results demonstrate that IL-10 
restrains DN T cells expansion and suggest that the reduced expansion potential of 3A9 DN 
T cells from NOD.H2
k
 mice compared to that of B10.Br mice is the result of their elevated 
IL-10 production.  
 
IL-10 facilitates DN T cell apoptosis. 
Next, we wanted to determine the mechanism by which the presence of IL-10 influenced 
DN T cell expansion. Cellular expansion is a balance between the rate of proliferation and 
the rate of cell death. Therefore, we first verified the impact of IL-10 on DN T cell 
proliferation in vitro. Using CFSE-labelled 3A9 DN T cells, we demonstrate that IL-10 did 
not affect the proliferative response of DN T cells of either mouse strain (Figure 5b). These 
data indicate that the difference in DN T cell expansion potential between the two strains 
was not a consequence of a defect in cellular proliferation. In addition, these results 
demonstrate that IL-10 does not affect DN T cell proliferation. 
Therefore, to explain the decrease in cellular expansion, we suspected that IL-10 facilitated 
DN T cell apoptosis. The percentage of apoptotic 3A9 DN T cells upon a 6 to 8 day culture 
was monitored by Annexin V staining (Figure 6). First, a higher proportion of 3A9 DN T 
cells from NOD.H2
k
 mice, which spontaneously produce high levels of IL-10, underwent 
apoptosis when compared to the B10.Br counterpart (compare Figures 6a and 6b without 
additional IL-10). Second, the percentage of apoptotic 3A9 DN T cells from B10.Br mice 
was elevated when IL-10 was added to the culture. Moreover, although this tendency was 
not significant overall, 3A9 DN T cells from NOD.H2
k
 mice also showed a slight increase 
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in apoptosis in some experiments when IL-10 was added to the culture, which is most 
probably attributed to the high level of endogenous IL-10 production by these cells. To 
further confirm the finding that IL-10 facilitated DN T cell apoptosis, we cultured 3A9 DN 
T cells from NOD.H2
k
 mice, which produce high levels of endogenous IL-10, with 
10g/ml of an antibody targeting the IL-10 receptor. Indeed, the presence of this blocking 
antibody resulted in an increase in the cellular expansion of 3A9 DN T cells from NOD.H2
k
 
mice (Figure 7a), as well as a decrease in their level of apoptosis (Figure 7b). Together, 
these results suggest that IL-10 impedes DN T cell expansion and correlates with an 
increase in DN T cell apoptosis.  
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Discussion 
 
DN T cells are rare and potent immunosuppressive cells, which eliminate their target T 
cells or B cells in an antigen-specific manner 
5, 13
. Importantly, the insertion of a TCR 
transgene facilitates the identification and isolation of DN T cells, as well as their 
implication in antigen-specific immunosuppression 
6-12
. Indeed, the DN T cell subset 
exhibits a potent immunosuppressive potential in multiple model systems, including graft 
rejection
13-15, 19
, graft-vs-host disease
16
 and autoimmune diabetes 
18
. We have recently 
demonstrated that autoimmune-diabetes prone mice exhibit fewer DN T cells than the 
autoimmune-resistant mouse strains 
22
. In addition, we have shown that, in a syngenic 3A9 
TCR BALB.K transgenic system, a single transfer of DN T cells is sufficient to confer 
resistance to diabetes progression 
22
. These results suggest that modulation of DN T cell 
number may be of therapeutic interest, if DN T cell function is not affected in autoimmune 
diabetes-prone individuals. Herein, we examined the cytotoxic activity of DN T cells from 
both autoimmune diabetes-resistant and -prone mice. We further explored the role of IL-10 
production by DN T cells from the NOD genetic background in the regulation of DN T cell 
expansion.  
 
To compare the function of DN T cells in the autoimmune-resistant and -prone mice, we 
took advantage of the 3A9 TCR transgene, as it has been interbred to both the autoimmune-
resistant B10.Br and autoimmune-prone NOD.H2
k
 strains. Indeed, apart from the MHC 
locus, NOD.H2
k
 mice are genetically identical to the NOD strain. Therefore, comparison of 
3A9 DN T cells from B10.Br and NOD.H2
k
 mice allows us to define whether the 
autoimmune-prone NOD genetic background influences DN T cell function. Using this 
model, we have provided compelling evidence that the cytotoxic ability was similar 
between the two strains. This result supports the view that autologous transfer of DN T 
cells in autoimmune-prone mice or individuals may be of therapeutic interest. We aim to 
further explore this novel antigen-specific therapeutic avenue. 
 
 
 
 
lviii 
DN T cells isolated from the non-transgenic system demonstrate antigen-specific 
cytotoxicity towards both T cells and B cells 
5
. Interestingly, DN T cells from various TCR 
transgenic models have been reported to specifically eliminate CD8 T cells 
13-18
, while we 
report that the 3A9 DN T cells target B cells. We believe that the difference in target cell 
specificity may be attributed to MHC-restriction where the 2C and P14 TCR transgenes, 
most commonly used to study DN T cell cytotoxicity, are both MHC class I-restricted, as 
opposed to the 3A9 TCR transgene, which is MHC class II-restricted. Notably, since the 
3A9 TCR transgene is class II restricted, these transgenic mice hold a very limited number 
of HEL-specific CD8 T cells. Nevertheless, we extensively tested the cytotoxic potential of 
3A9 DN T cells towards T cells by using total spleen, purified CD4 or purified CD8 T cells 
from 3A9 TCR transgenic mice (Figure 1d and data not shown). We have also attempted to 
pre-immunize the 3A9 TCR transgenic mice using HEL antigen with or without adjuvant. 
Yet, in all of these conditions, 3A9 DN T cells were unable to eliminate the 3A9 TCR 
transgenic CD4 or CD8 targets (data not shown). Consequently, we propose that MHC 
specificity dictates the cellular target of DN T cells, where the class II-restricted 3A9 DN T 
cells specifically recognize the HEL-peptide presented by I-A
k
 molecules at the surface of 
B cells. The study of DN T cell function in additional MHC class I and class II-restricted 
TCR transgenic models should help resolve this issue. Alternatively, isolation of DN T 
cells from non-transgenic mice may also help further unravel their function in immune 
tolerance.  
 
We have previously shown that the proportion of DN T cells was reduced in autoimmune-
prone mice. Our present results show that the cytotoxic function of DN T cells from 
autoimmune-prone mice is comparable to that of autoimmune-resistant mice. Upon further 
comparison of DN T cell functions between these strains, we went on to demonstrate that 
DN T cells from the NOD.H2
k
 background produce more IL-10, which limits their 
expansion potential. Although others have previously shown that IL-10 inhibits the 
cytotoxic function of DN T cell 
27
, we herein demonstrate that IL-10 has no direct effect on 
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DN T cell cytotoxicity towards activated B cells in the 3A9 TCR transgenic setting. One 
possibility for this discrepancy is the nature of the DN T cells utilized in these assays. 
Indeed, IL-10 inhibited the cytotoxic potential of DN T cell clones 
26
, whereas we 
demonstrate that IL-10 does not influence the cytotoxic potential of primary cell cultures. 
Nonetheless, despite our observation that IL-10 had no direct effect on DN T cell 
cytotoxicity on a per cell basis, it must be noted that IL-10 would ultimately have a 
secondary effect on DN T cell cytotoxicity since the presence of IL-10 results in a 
reduction in their cellular expansion, which will subsequently decrease the magnitude of 
the global cytotoxic response.  
 
The pro-apoptotic role of IL-10 has also been reported for other cell types, including 
monocytes, Th1 cells, and
 
dendritic cells 
25
. It should be noted that the role of IL-10 in 
diabetes progression is controversial, and has been demonstrated to both protect from and 
accelerate disease development. For instance, daily IL-10 subcutaneous treatment of 9–10-
week-old NOD mice delayed the onset of diabetes, reduced the severity of insulitis and 
significantly reduced disease incidence 
28
. Furthermore, systemic administration with an IL-
10/Fc fusion protein in female NOD mice from 5 to 25 weeks of age blocked diabetes 
development and provided lasting protection after treatment was terminated 
29
. In contrast 
to these immunosuppressive effects of IL-10, the transgenic expression of IL-10 by insulin-
producing pancreatic β cells or glucagon-producing pancreatic α cells led to an accelerated 
onset of diabetes in NOD mice 
30-33
. These findings suggest that the IL-10 location plays a 
deciding role on the outcome of diabetes development where systemic IL-10 confers 
protection whereas islet-specific IL-10 exacerbates diabetes progression. It is tempting to 
speculate that the presence of IL-10 within the pancreatic islets impedes DN T cell 
expansion and thereby inhibits their immunoregulatory function, while systemic 
administration of IL-10 dominantly contributes to other immunosuppressive mechanisms.  
 
 
 
 
lx 
Interestingly, IL-10 genetic polymorphisms have been associated with autoimmune 
diabetes susceptibility, as well as in the progression of various autoimmune diseases, such 
as lupus, rheumatoid arthritis, and colitis 
25, 34, 35
. Clearly, IL-10 has an impact on a 
multitude of autoimmune disorders and extensive studies are required to define the 
mechanistic contribution of these genetic polymorphisms to the various pathologies. 
Although the Il10 gene is not located within an insulin-dependent diabetes (Idd) 
susceptibility locus, IL-10 production by T cells is regulated at least in part by genetic 
polymorphisms encoded within the Idd5.1 susceptibility locus 
36
. As a result, we are 
currently investigating whether the Idd5 susceptibility locus plays a role on the regulation 
DN T cell number. 
 
We have previously reported that a single transfer of DN T cells in the CD47-deficient 
BALB.K transgenic model was sufficient to prevent autoimmune diabetes onset 
22
. Other 
regulatory T cell subsets have been shown to confer protection from diabetes progression, 
such as Foxp3
+
 Tregs
37-39
 and NKT cells 
40, 41
. Interestingly, both of these cell types also 
produce IL-10
39, 41, 42
. Moreover, it has recently been shown that in the absence of IL-10 
signalling there is a subsequent decrease in the both the expression of Foxp3 by Tregs as 
well as their suppressive activity 
43
. This contrasts with our study where increased IL-10 
signalling has no effect on DN T cell function yet facilitated DN T cell apoptosis resulting 
in decreased cell numbers. These observations highlight the interdependent cellular 
complexity of in vivo immune regulation. 
 
Other than IL-10 production, DN T cells have an intriguing resemblance to NKT cells. 
They both carry a similar phenotype, where both DN T cells and a subset of NKT cells 
express TCRβ yet lack CD4 and CD8 co-receptor expression22, 44, 45; they both demonstrate 
cytotoxic activity as shown throughout this manuscript and 
46, 47
; they are both present in 
lower numbers in NOD mice and they both confer protection from diabetes development 
22, 
48
. Moreover, we have recently shown that the CD47 pathway is implicated in the 
regulation of DN T cell numbers 
22
, while NKT cell numbers are regulated by Idd13 
49, 50
, a 
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diabetes-susceptibility locus which encodes the highly polymorphic cellular ligand of 
CD47, namely CD172a 
51, 52
. Together, these data strongly suggest that DN T cells carry an 
NKT cell-like phenotype. Notwithstanding, we have identified DN T cells in non-
transgenic mice that are phenotypically similar to 3A9 TCR transgenic DN T cells. Indeed, 
as demonstrated herein for 3A9 TCR transgenic DN T cells (Figure 1a), the DN T cells 
isolated from non-transgenic mice lack DX5 expression and do not stain with CD1d-
tetramer 
22
 .Taken together, these results suggest that although DN T cells exhibit 
similarities to NKT cells, they compose a unique subset. 
 
In summary, evaluating the role of DN T cells in the 3A9 TCR transgenic setting has 
highlighted their antigen-specific mode of action towards activated B cells. Moreover, we 
have demonstrated that the cytotoxic potential of DN T cells on a per cell basis is not 
altered in autoimmune-prone mice or in the presence of IL-10. However, IL-10 facilitates 
DN T cell apoptosis resulting in an inefficient cellular expansion in vitro. We have 
previously shown that the CD47 pathway influences the proportion of DN T cells in vivo 
22
. 
Future studies should decipher the contribution of both the IL-10 and the CD47 pathway in 
the homeostatic regulation of DN T cells. Altogether, as the cytotoxic function of DN T 
cells is normal in genetically autoimmune-prone mice, we propose that the association of 
DN T cells to diabetes resistance is most probably due to the regulation of DN T cell 
number. Therefore, with regards to new approaches in cellular therapy, our main focus 
should lie on the restoration and expansion of DN T cell numbers in an antigen-specific 
manner, which may contribute to immune-regulation and prevent autoimmune disease 
progression.  
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Methods 
 
Mice 
3A9 TCR 
53
 and insHEL (ILK-3) 
21
 transgenic mice on B10.Br, NOD.H2
k
 and F1 (B10.Br 
x NOD.H2
k
) background have been previously described 
9
. Studies were approved by the 
Maisonneuve-Rosemont Hospital ethics committee overseen by the Canadian Council for 
Animal Protection. 
 
Flow cytometry  
6–12-wk old non-diabetic mice (Diastix negative) were analyzed. Single cell suspensions of 
lymphoid organs were prepared by mechanical disruption through a 70 m sterile cell 
strainer (BD Biosciences). NH4Cl was used for erythrocyte lysis of single cell suspensions 
from spleens. Gal-Cer-loaded CD1d-tetramer is a generous gift from Dr. David Serreze. 
Intracellular staining for granzyme B (16G6, eBiosciences) and IL-10 (JES5-16E3, 
Biolegend) were performed using BD Biosciences Cytofix/Cytoperm Kit. The FITC Anti-
Mouse/Rat Foxp3 Staining Set was used for Foxp3 staining according to the manufacturer's 
instructions (eBiosciences). Anti-clonotypic 1G12 antibody, specific to the 3A9 TCR 
54
, 
was detected using APC-labelled anti-mouse IgG1 (clone X56, BD Biosciences). PerCP-
labelled CD8α (53-6.7) and PerCP-labelled 7-AAD were purchased from BD Pharmingen. 
All other antibodies and staining reagents were purchased from Biolegend. Data was 
collected on a FACSCalibur or FACS LSR II (BD Biosciences) and analyzed using FlowJo 
software (Treestar). 
 
Cell purification 
Prior to DN T cell sorting, cell suspensions were stained with biotin-labelled anti-mouse 
B220 antibody (RA3 6B2, Biolegend) and B220+ cells were removed using the EasySep™ 
biotin selection kit (Stem Cell). The B220 negative fraction was then stained with 
antibodies to CD4, CD8 and 3A9 TCR (using the 1G12 clone) and sorted using a FACS 
Vantage (BD Biosciences) for CD4
-
CD8
-
1G12
+
 DN T cells (purity > 90%). For some 
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experiments, DN T cells were obtained by removing CD4, CD8 and B220 positive cells 
using the EasySep™ biotin selection kit. This procedure efficiently removed CD4+, CD8+ 
and B220
+
 cells (< 10% contaminating cells). B and T cells were also selected using the 
EasySep™ PE selection kit, respectively staining for B220 or CD3 (purity > 85%). Similar 
results were obtained when B and T cells were sorted (purity > 95%). 
 
Cellular expansion  
Sorted DN T cells (250 000 cells/ml) were cultured in the presence of plate-bound anti-
CD3 (1g/ml, 145-2C11) and anti-CD28 (10g/ml, 37.51) with IL-2 (30U/ml), IL-4 (30 
U/ml) ± IL-10 (10ng/ml) or anti-IL-10R (10g/ml, 1B1.3a) for 5 to 7 days, in RPMI 
supplemented with 10% fetal bovine serum (Invitrogen), 1% Penicillin Streptomycin 
(Invitrogen), 1% HEPES 1M (GIBCO) and 0.1% 2-mercaptoethanol 1000X (GIBCO). 
Cytokines were purchased at Feldan Bio. Cell cultures were monitored daily for confluence 
and cytokine supplemented media was added when cell density was > 1x10
6
 cells/ml. Cell 
number was quantified by trypan blue exclusion.  
 
Cytotoxic potential  
DN T cells were sorted or enriched using using the EasySep™ biotin selection kit as 
described above and cultured in the presence of either soluble anti-CD3 and irradiated 
APCs (T-depleted spleen cells, 2.5 Gy, 250 000 cells/ml) or plate-bound anti-CD3 and anti-
CD28, with IL-2, IL-4 ± IL-10, at the same concentrations as indicated for cellular 
expansion. For granzyme B detection, cells were re-stimulated at day three for 4h with 
PMA (50ng/ml) (Sigma), ionomycin (0.5g/ml) (Sigma), and Brefeldin A (10 g/ml) 
(Sigma), prior to intracellular staining. For CD107a (LAMP1) staining, we replaced 
Brefeldin A with mononesin (2nM) (BD biosciences) and the anti-CD107a antibody was 
added during the 4h re-stimulation 
55
.  
 
Cytotoxicity 
Sorted or enriched DN T cells were stimulated 7 days in vitro with either soluble anti-CD3 
and irradiated APCs or plate-bound anti-CD3 and anti-CD28, IL-2, IL-4 ± IL-10. LPS 
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(1g/ml) and anti-CD3 + irradiated APCs + IL-2 were used to stimulate B and T cells, 
respectively, in vitro for 2 days, and HEL antigen (1mg/ml) (Sigma) was added in the last 
24h of culture. Target cells were washed and loaded with 50Ci 51Cr (Perkin Elmer) for 90 
min. DN T cells and target cells were quantified by trypan blue exclusion prior to co-
culture in order to obtain the desired DN T cell to target cell ratio. DN T cells and target 
cells were incubated for 3h in the presence or absence of EGTA (0.16mM) (J. T. Baker). 
%Cytotoxicity = 100*(E –S)/(M – S), where E = experiment, S = spontaneous and M = 
maximal release. 
 
Measurement of cytokines in the supernatant of cultured DN T cells 
DN T cells were sorted from TCR transgenic B10.Br and NOD.H2
k 
mice and cultured for 3 
days with soluble anti-CD3, irradiated APCs, IL-2 and IL-4. The amount of IL-10 from the 
supernatant of cultured DN T cells was measured by an ELISA kit (Biolegend) according to 
the manufacturer’s protocol.  
 
Proliferation assay 
For proliferation assays, sorted DN T cells were labelled with CFSE (2M) (Invitrogen) 
and washed twice in cold supplemented RPMI prior to culture. CFSE-labelled DN T cells 
were cultured in the presence of plate-bound anti-CD3, anti-CD28, with IL-2, IL-4 ± IL-10, 
as above. CFSE dilution was monitored by flow cytometry. 
 
Apoptosis assay 
Sorted DN T cells were cultured in the presence of plate-bound anti-CD3 and anti-CD28, 
with IL-2, IL-4 ± IL-10 for 6 to 8 days. Apoptosis was quantified by flow cytometry using 
Annexin-V.  
 
Statistics 
The paired student’s t test or the Mann-Whitney U statistical test was applied where 
appropriate. 
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Figures 
 
 
 
 
Figure 1: 3A9 DN T cells efficiently eliminate activated B cells. A) 3A9 TCR B10.Br 
splenocytes were stained for CD4, CD8, 1G12, DX5 and CD1d-tetramer. DX5 (left panel) 
and CD1d-tetramer (right panel) expression is shown for CD4
-
CD8
-
 gated cells relative to 
1G12 expression. B) B10.Br 3A9 DN T cells were cultured with anti-CD3, anti-CD28, IL-2 
and IL-4. After 7 days, DN T cells were stained CD4, CD8β, and Foxp3 expression. C) 
B10.Br and NOD.H2
k
 3A9 DN T cells cultured for 3 days with anti-CD3, APCs, IL-2 and 
IL-4. Left panels, Intracellular expression of granzyme B with (thick) or without cytokine 
stimulation (shaded). Right panels, CD107a expression with (thick) or without (shaded) 
PMA and ionomycin restimulation. D) The percent specific lysis is shown for 3A9 B10.Br 
DN T cells towards HEL-pulsed LPS-activated B cells or anti-CD3, APC and IL-2 
activated T cells in the presence, or not, of EGTA. All data is representative of at least 3 
independent experiments. 
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Figure 2: The cytotoxic function of 3A9 DN T cells from autoimmune-prone mice is 
not impaired. 3A9 DN T cells and B cells were isolated from the spleens of TCR 
transgenic B10.Br or NOD.H2
k 
mice. A) The percent specific lysis is shown for B10.Br 
(left) and NOD.H2
k
 (right) 3A9 DN T cells towards HEL-pulsed LPS-activated B cells 
from B10.Br and NOD.H2k mice, respectively. EGTA was added in some conditions, as 
indicated. B) The percent specific lysis is shown for B10.Br (filled shapes) and NOD.H2
k
 
(open shapes) 3A9 DN T cells towards a common target, HEL-pulsed LPS-activated F1 
(B10.Br X NOD.H2
k
) B cells. Representative of 4 independent experiments. 
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Figure 3. DN T cells from the diabetes-susceptible mice produce greater quantities of 
IL-10. 3A9 DN T cells were isolated from the spleen of TCR transgenic B10.Br or 
NOD.H2
k
 mice and cultured in the presence of anti-CD3, APCs, IL-2 and IL-4 for 3 days. 
A) IL-10 levels were quantified by ELISA from the 3-day culture supernatant. Mean ± SD 
of at least 3 independent experiments. B) IL-10 was measured by intracellular staining. 
Representative of at least 3 independent experiments. *p <0.05 (Mann-Whitney U). 
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Figure 4. IL-10 does not impede DN T cell cytotoxic function. DN T cells and B cells 
were isolated from spleens of 3A9 TCR transgenic B10.Br or NOD.H2
k
 mice. A) 
Intracellular expression of granzyme B (left panels) and CD107a expression (right panels) 
are shown for DN T cells cultured in the presence of anti-CD3, anti-CD28, IL-2, IL-4 
(solid) and IL-10 (dotted). B) The percent specific lysis is shown for 3A9 B10.Br and 
NOD.H2
k
 DN T cells that were cultured with (dotted) or without IL-10 (solid) towards 
HEL-pulsed LPS-activated F1 (B10.Br X NOD.H2
k
) B cells. Representative of at least 3 
independent experiments. 
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Figure 5. IL-10 impedes DN T cell expansion but not DN T cell proliferation. 3A9 DN 
T cells were sorted from B10.Br or NOD.H2
k
 mice and activated using anti-CD3, anti-
CD28, IL-2, and IL-4. A) Cellular expansion is shown for 3A9 DN T cells that were 
stimulated as described above ± IL-10 for 6 to 8 days. *p <0.05 (Paired student’s t test). B) 
Cellular proliferation was measured using CFSE-labelled 3A9 DN T cells that were 
stimulated as described above with (dotted) or without (solid) IL-10. Representative of at 
least 3 independent experiments. 
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Figure 6. IL-10 increases cellular apoptosis. 3A9 DN T cells were isolated from the 
spleens of B10.Br and NOD.H2
k
 mice and stimulated with anti-CD3, anti-CD28, IL-2 and 
IL-4 ± IL-10 for 5 to 7 days. Amount of apoptotic cells was quantified by Annexin V 
staining. A) Representative results are shown. B) A compilation of all experiments are 
shown. *p <0.05 (Paired student’s t test). 
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Figure 7. Blocking IL-10 signalling increases DN T cell expansion while decreasing 
DN T cell apoptosis.  Sorted NOD.H2
k
 3A9 DN T cells were stimulated with anti-CD3, 
anti-CD28, IL-2 and IL-4 ± anti-IL-10R for 7 days. A) Cellular expansion was quantified 
by cell count using trypan blue exclusion. B) The amount of apoptotic DN T cells was 
quantified by Annexin V staining.  
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INTRODUCTION: 
T cells are necessary and sufficient for the progression of various autoimmune pathologies, 
such as T1D, RA and thyroiditis. For instance, transfer of T cells from a diabetic mouse to 
an otherwise healthy mouse is sufficient to induce autoimmune diabetes progression [1]. 
Also, in individuals affected by SLE, T cells are known to be hyperactive and resistant to 
apoptosis [2]. Moreover, patients suffering from RA show elevated amounts of the 
inflammatory cytokine IL-17, a cytokine produced by a subset of CD4 T cells [3]. Clearly, 
T lymphocytes are implicated in the susceptibility of these diseases as well as other 
autoimmune pathologies. The defects in T cell function that lead to autoimmune 
pathologies can result from various immune check points involved in imposing T cell 
tolerance to self-tissues. Some critical events in the control of T cell tolerance will be 
discussed below. Moreover, we will describe how defects in T cell tolerance induction may 
contribute to autoimmune disease susceptibility and progression. 
 
Overview of T cell differentiation and function 
The thymus is a primary lymphoid organ wherein proceeds the early education of immature 
T cells, hereafter referred to as thymocytes. Indeed, thymocytes which recognize self-
peptides with low affinity in the context of MHC class I or II molecules will differentiate 
into naïve T cells expressing CD8 or CD4 co-receptor, respectively.  These T lymphocytes 
will then exit the thymus, migrate to the periphery and travel through secondary lymphoid 
organs in search of a pathogen. Defects in the ability of T cells to recognize pathogens and 
mount an efficient response lead to an impaired capacity to fight infections, which can 
result in deleterious consequences for the host. Consequently, the T cell responses must be 
intricately tuned to allow adequate recognition of pathogenic antigens, all the while 
precluding T cell activation upon binding to self-antigens. Consequently, both central and 
peripheral tolerance mechanisms are responsible for establishing this balance.  
 
Central tolerance 
The role of the thymus is to generate functional T cells, while eliminating autoreactive T 
cells. This is achieved by way of positive and negative thymic selection processes, which 
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collectively are commonly referred to as central tolerance. During positive selection, 
thymocytes with a low affinity for self-MHC peptide complexes are allowed to mature. 
This ensures that thymocytes which emigrate from the thymus will sufficiently recognize 
both self-peptide/MHC complexes, which will promote T cell survival, and pathogenic-
peptide/MHC complexes presented at the surface of a professional antigen-presenting cell 
(APC), namely dendritic cells (DC), macrophages and B cells, which will induce an 
efficient immune response. On the other hand, T cell discrimination between self and non-
self proteins is critical in the prevention of autoimmune reactions. Negative selection is the 
process that entails the elimination of thymocytes exhibiting a strong affinity or avidity for 
self-peptides before they escape from the thymus. Indeed, thymic DC (tDC) and medullary 
thymic epithelial cells (mTEC) constitutively process and present self-peptides to 
thymocytes. If the strength of the interaction between the T cell receptor (TCR) on the 
thymocyte and the peptide/MHC complex on the APC exceeds a certain threshold, the T 
cell will be subject to apoptosis, a tightly regulated cell death process that does not lead to 
inflammation. Therefore, negative selection should allow for the efficient elimination of 
most autoreactive T cells. Nevertheless, defects in the negative selection process will 
enhance susceptibility to autoimmune diseases.  
 
In this regard, a defect in the induction of the Bcl-2 family member Bim, a pro-apoptotic 
mediator, correlates with impaired negative selection [4]. As suggested, Bim
-/-
 animals 
show an increase in susceptibility to autoimmune diseases and develop severe kidney 
autoimmune disease (24). Moreover, Bim expression is dysregulated in autoimmune 
diabetes-prone NOD mice [5], a commonly used murine model that is also susceptible to 
other autoimmune deficiencies, such as thyroiditis and SLE [6, 7]. Moreover, abnormally 
low and high thresholds for positive and negative thymocyte selections, respectively, are 
also responsible for an increased proportion of autoreactive T cells in the NOD mouse and 
possibly in other mouse strains, as well [8-10]. 
 
Negative selection is also dependent on the efficiency of antigen presentation by tDC and 
mTECs. tDCs present ubiquitously expressed self-antigens to immature thymocytes 
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resulting in the apoptosis of thymocytes which have a high affinity to self-antigens. 
Consequently, this limits the export of autoreactive T cells from the thymus into the 
periphery. However, not all antigens are expressed by DCs circulating in the thymus. Some 
tissue-specific antigens (TSA) remain sequestered within organs such as the skin, eyes, 
brain, pancreas, etc. It has recently been shown that mTECs specialize in the presentation 
of TSA to thymocytes, a mechanism regulated by Autoimmune regulator (Aire) [11]. Aire 
expression is mainly restricted to mTECs [12]. Therefore, defects in Aire should lead to an 
increase in autoimmune susceptibility to specific organs. Indeed, Aire-deficient mice 
develop autoimmune responses to a limited set of antigens, where the antigenic specificity 
is conferred by the genetic background of the mouse strain [11, 13]. More importantly, 
mutations in AIRE are responsible for causing the autosomal recessive Autoimmune 
Polyendocrinopathy-Candidiasis-Ectodermal Dystrophy (APECED) pathology, where 
patients develop massive lymphocytic infiltrations and produce multiple autoantibodies to 
various tissues [14-16]. Finally, Aire-deficient mice have facilitated the identification of the 
biological role of this protein in the induction of negative selection and tolerance to tissue-
specific self-antigens [11, 17-19]. In summary, negative selection generally induces 
apoptosis of thymocytes that are specific for ubiquitously or ectopically expressed self-
antigens. As a result, reported defects in negative selection processes have been associated 
with a direct increase in susceptibility to autoimmune disease progression.  
 
Peripheral tolerance 
Although thymic selection processes promote the maturation of T cells that are not self-
reactive, a sizeable proportion of autoreactive T cells can be found in periphery. In an 
attempt to control autoimmune responses in the periphery, some T cells with a relatively 
high affinity for self-peptide/MHC complexes are spared from negative selection and 
undergo a distinct differentiation programme which leads to immune regulation [20]. The 
most studied regulatory T cell population is defined as “natural” (ie: originating from the 
thymus) lymphocytes which express both the CD4 co-receptor and the activation marker 
CD25 (nTregs). In humans, as in mice, the up-regulation of the transcription factor FOXP3 
is a requisite step for the differentiation and function of nTregs [21]. However, FOXP3 
 
 
 
lxxxii 
expression is not limited to nTregs as is also expressed by CD4 T cells which acquire their 
regulatory phenotype and function in the periphery, giving rise to the term “inducible” 
Tregs (iTregs). Indeed, in the presence of IL-2 and TGF-and in the absence of 
inflammatory cytokines, naïve CD4 T cells up-regulate the expression of FOXP3 and 
become potent regulators [22]. Importantly, when Tregs encounter an APC presenting a 
peptide for which they are specific, they become activated and abrogate the proliferation of 
surrounding T cells via IL-2 deprivation, cell-to-cell contact and secretion of 
immunoregulatory cytokines, such as IL-10 [23].  Clearly, Tregs play a prominent role in 
peripheral tolerance mechanisms [24]. 
 
As Tregs are central to the maintenance of peripheral tolerance, it is not surprising to find 
that genetic defects in FOXP3, which precludes the appropriate generation and function of 
Tregs, are associated with autoimmune diseases in both humans and mice. In humans, 
individuals bearing mutations in the FOXP3 gene develop a multi-organ autoimmune 
disease that is usually lethal before the age of 2 [25]. Similarly, the Scurfy mouse model, 
which carries a mutation in Foxp3, also presents a severe autoimmune phenotype 
comparable to the disease observed in humans [26]. Together, these data demonstrate that a 
defect in the regulation of Tregs is sufficient to confer an increased risk of developing an 
autoimmune disease. Despite the lack of a clear association between Treg number and the 
prevalence of any given autoimmune disease, several different groups have highlighted 
functional defects in Tregs from patients suffering from relapsing-remitting MS [21]. 
Moreover, many pathways associated with type 1 diabetes predisposition might affect Treg 
function, such as the CTLA-4 and the IL-2/CD25 pathways. In particular, the insulin-
dependent diabetes 3 (Idd3) locus, which defines a susceptibility region for autoimmune 
diabetes in NOD mice, encompasses the Il2 gene, where genetic variants of this gene have 
been identified [27, 28]. Although it is tempting to suggest that the biological contribution 
of Il2 genetic variants alters Treg function and, thus, increases autoimmune susceptibility, 
the mechanism of action of the Il2 variants has not been fully determined and is subject to 
debate [27-32]. Finally, even though CD4+CD25+ FOXP3+ Tregs are the most extensively 
studied, other subtypes of immunoregulatory T cells have also been identified for their role 
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in tolerance maintenance, such as CD8 intraepithelial lymphocytes [33] and double 
negative T lymphocytes [34, 35]. However, their role in the prevention of autoimmune 
disease progression remains to be fully established. 
 
As discussed above, mechanisms involved in the presentation of TSA are present in the 
thymus. Indeed, AIRE has proven to be a requisite for an efficient selection of non-
autoreactive thymocytes. However, it has recently been proposed that AIRE could also be 
expressed in the periphery in order to further delete self-specific T cells. For instance, 
extrathymic Aire-expressing cells (eTACs) reside mainly in T-cell zones located in 
secondary lymphoid organs [36]. These stromal cells are positive for MHC class II 
expression and are, thus, presumably capable of antigen presentation [36, 37]. Even though 
it has been demonstrated that eTACs can directly interact with and delete autoreactive T 
cells, their precise role in autoimmune disease prevention remains to be established.   
 
Another key mechanism which limits aberrant autoreactive T cell responses in the 
periphery is tolerance induction as defined by the “two signal model”. This model 
illustrates the intrinsic activation requirement of naïve T cells to receive both a TCR signal 
(recognition of a peptide-MHC complex) as well as co-stimulation signals. More 
specifically, after emigrating from the thymus, naïve T lymphocytes circulate within 
lymphoid organs aiming to encounter an APC presenting an antigen for which they exhibit 
sufficient affinity. However, the interaction between the TCR and a peptide-MHC complex 
alone is insufficient to induce the full T cell activation necessary to provoke an immune 
response. Consequently, APCs upregulate co-stimulatory molecules, such as CD80 and 
CD86, only in presence of inflammation [38]. Naïve T cells, which constitutively express 
the counter-ligand, CD28, can, thus, be fully activated to induce an immune response. In 
absence of this co-stimulatory signal, the T cell will either become non-responsive or will 
become subject to apoptosis, two mechanisms of peripheral tolerance induction that are 
respectively referred to as anergy and activation-induced cell death (AICD). As a result, in 
the absence of inflammation, a potentially autoreactive T cell will either become 
unresponsive or will be removed from the circulation. Interestingly, deletion of co-
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stimulatory molecules, such as CD80 and CD86 or CD28 in NOD mice accelerates the 
onset and severity of autoimmune diabetes [39, 40], further highlighting the importance of 
tight regulation of co-stimulation for the prevention of autoimmune disease. The loss of 
CD80 and CD86 co-stimulatory proteins also leads to a dramatic decrease in Treg numbers 
in the thymus and periphery [41], which may explain part of the mechanism by which these 
molecules contribute to the maintenance of immune tolerance. Moreover, it should be noted 
that activated T cells up-regulate the expression of CTLA-4, an inhibitor of T cell 
activation which competes with CD28 for binding to CD80 and CD86 [42] and is directly 
involved in anergy induction as well as the control of Treg function [43, 44]. The 
expression of CTLA-4 is crucial in order to avoid lymphoproliferative disorders, as it leads 
to cell cycle arrest, inhibition of CD25 and CD69 up-regulation, decreased IL-2 production 
as well as an increased threshold for subsequent activation (56). Indeed, CTLA-4 
deficiency leads to massive lymphoproliferation and multi-organ tissue infiltration leading 
to death within 3 to 4 weeks of age [45, 46]. This fulminant immune response to multiple 
tissues underlines the critical role of CTLA-4 in the induction of immune tolerance. The 
contribution of CTLA-4 genetic variants to autoimmune susceptibility has been confirmed 
in both mice and humans [47, 48]. Specifically, in NOD mice, the Idd5.1 autoimmune 
diabetes susceptibility locus includes Ctla-4 as a candidate gene. Furthermore, through 
recent GWAS, genetic variants of CTLA-4 have been associated with susceptibility to 
numerous autoimmune diseases, including SLE, RA, Grave’s and celiac diseases [49]. The 
biological implications for different CTLA-4 genetic variants are under current 
investigation [50-53].  
 
Finally, other defects in co-stimulation pathways have been associated with autoimmunity. 
Indeed, PD-1 (programmed death 1) also acts as a negative regulator expressed on the 
surface of activated T and B cells. PD-1 is thought to be responsible for the maintenance of 
long term tolerance following activation, mainly by limiting T cell function [54]. 
Deficiencies in PD-1 are known to induce spontaneous autoimmunity in different mouse 
strains, notably autoimmune cardiomyopathy in BALB/c mice [55] and a lupus-like disease 
in C57BL/6 mice, an otherwise auto-immune resistant strain [56]. Moreover, 
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polymorphisms in PD-1 have been associated with various autoimmune pathologies in 
numerous human cohorts, pinpointing its role in tolerance induction [54]. 
 
Peripheral tolerance is also maintained by immune-regulation of the Th1/Th2/Th17 
pathways. Indeed, in 1986, Mosmann showed that CD4 T cells can be separated into two 
distinct populations according to their cytokine production profile, namely Th1 and Th2 
[57]. Th1 cells produce IL-2 and IFN-γ pro-inflammatory cytokines and promote cytotoxic 
and inflammatory responses, while Th2 cells secrete IL-4 and IL-10, both of which are 
associated with immune deviation and tolerance induction. Another pro-inflammatory 
subset of CD4 T cells has recently been identified and is designated Th17 for its prominent 
potential at producing the IL-17 cytokine, a chemotactic cytokine facilitating the 
recruitment of neutrophils [58]. Other than IL-17, Th17 cells also produce a vast array of 
pro-inflammatory cytokines, including IL-1, IL-6, IL-8, IL-22 and TNF which are known 
to recruit and activate monocytes, macrophages, neutrophils and other innate immune cells. 
In particular, Th17 cells have been associated with MS and RA pathologies, while Th1 
contribute to T1D and MS [59-62]. Evidence that Th17 contribute to autoimmune 
progression has been recently revealed by various genetic deletions in molecules 
contributing to Th17 differentiation, such as IL-12, IL-23 and IL-25 [63, 64].  
 
Alterations in the balance of immune-regulation in favor of Th1 or Th17 immune responses 
may promote autoimmunity. IL-12 and IL-21 are cytokines which respectively promote 
Th1 and Th17 differentiation [65-67]. Genetic variants of both of these cytokines are 
included within autoimmune diabetes susceptibility regions, where I112 is located within 
Idd4 and Il21 is included within the Idd3 interval [68, 69]. Interestingly, the IL-12p40 gene 
product can pair with IL-12p35 to form the Th1 promoting IL-12 cytokine or with IL-
23p19 to create the Th17 promoting IL-23 cytokine [70]. Therefore, understanding the 
biological role of IL12p40 genetic variants may generate interesting therapeutic targets 
playing a central role in both Th1 and Th17 phenotypes. In contrast, IL-21 specifically 
impacts Th17, not Th1, differentiation. IL-21 is also implicated in chronic infections and 
the generation of memory T cells [71-73], which may contribute to autoimmune 
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progression. In autoimmune prone NOD mice, pancreatic levels of IL-21 increase during 
diabetes development whereas the genetic ablation of the IL-21 pathway prevents 
autoimmune diabetes progression [69, 74]. Together, these results suggest that an intricate 
balance of the immune regulation of Th subsets is at play in defining the susceptibility to 
autoimmune diseases. 
 
CONCLUSION: 
T cells, which develop in the thymus, must recognize self-peptide/MHC proteins with 
sufficient affinity in order to promote their maturation and survival. Yet, they must not 
recognize self-peptide/MHC complexes with ample affinity to induce an immune response. 
This dichotomy between self/non-self recognition has been a central theme in trying to 
understand the role of the immune response. Other than central tolerance, which is mostly 
mediated by negative selection, potentially autoreactive T cells are also subject to 
peripheral tolerance mechanisms, such as inhibition by Tregs, anergy, AICD and immune-
regulation of the various Th pathways. Both co-stimulatory molecules and cytokines are 
key players in the regulation of the majority of the pathways involved in peripheral 
tolerance induction. Here, we have highlighted evidence demonstrating that alterations in 
any of these pathways which facilitate T cell activation are sufficient to increase the 
susceptibility to autoimmune disease progression. However, it should be noted that 
autoimmune diseases are multi-factorial. Essentially, although genetic ablation leads to 
severe phenotypes, the role of subtle genetic variants encoded within the genome only 
slightly increases the risk of developing autoimmunity. The following chapters will 
describe how other cellular subsets contribute to autoimmune disease progression. 
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ANNEXE 4 
 
 
 
 
DN T cell elimininate activated B cells in vivo. LPS-activated B cells loaded with HEL 
(CFSE+) or OVA (CFSE-) peptides were mixed in a 1:1 ratio and injected in Rag
-/-
 B10.Br 
mice. 24 hours following transfer, 1million of DN T cells were injected in half of the mice. 
Animals were sacrificed 18 hours after the second transfer and spleens were analyzed for 
the presence of B cells. Representative of at least 3 experiments. 
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ANNEXE 5 
 
 
The proportion of Sirphi macrophages is reduced in NOD.H2k mice. The spleen of 
B10.Br and NOD.H2k non-transgenic and TCR:insHEL transgenic mice were analyzed for 
the proportion of F4/80
+
 CD11b
+
 macrophages. Expression level of Sirp on these cells is 
shown. 
